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A lesao medular traumatlca (LMT) sempre representou um desaflo para a ClenCla As
dlflculdades encontradas no tratamento das vftlmas desta afecr;:aosac de tamanha
Importancla, que algumas unlversldades cnaram laboratorlos para se dedlcar
excluslvamente a pesquisas sobre este tema Um dos problemas mals critlcos para
estudos sobre a flslopatologla da lesao e as possibilidades de regenerar;:ao da
medula, reside na Imposslbilldade de reproduzlr um numero adequado de les6es
unlformes em paclentes A opr;:ao por pequenos animalS para trabalhos
expenmentals superou em parte estes obstaculos, dadas as semelhanr;:as com as
les6es em seres humanos, alem de permltlr a cnar;:aode modelos para expenmentos
senados Os obJetlvos deste trabalho foram a Instalac;:ao,em nosso melO, de um
sistema de produc;:aode lesao medular expenmental em animal de pequeno porte, e
a padronlzac;:aodo dano medular. Para IStO,fOI utillzado um sistema de contusao
medular aberta, pas lamlnectomla, com um aparelho Impactor desenvolvldo na
Unlversldade de Nova York, acoplado a um software que reglstra em computador os
dados obtldos em cada Impacc;:ao Foram reallzados expenmentos em 300 ratos da
rar;:aWhlstar para alcanr;:ar 0 usa adequado deste sistema A avallac;:aodo usa do
aparelho e do software fOI felta atraves do estudo dos grciflcos produzldos apos 30
expenmentos consecutlvos A avallac;:ao da paralisla produzlda fOI felta segundo
escores da Unlversldade de OhiO, Estados Unldos, para determlnar se a contusao
medular era efetlva para produzlr uma lesao completa A avaliac;:aoda padronlzac;:ao
da lesao medular fOI reallzada atraves de estudos hlstolaglcos em 20 animalS
submetldos sequenclalmente a Impacc;:ao,anallsando a area contundlda quanta ao
dano a substancla branca, hlpoxla, hemorragla e perda neuronal Como resultados,
consegulu-se 0 pertelto funclonamento do aparelho Impactor e do seu software,
animalS com parallsla total pos-Impacc;:aoe alterac;:6eshlstol6glcas reproduzldas de
forma Identlca na medula FOIpossivel conclulr que 0 modele de produc;:aode lesao
medular traumatlca utillzado pode ser Instalado e que com a sua aplicac;:aose obteve
um dano medular padronlzado
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ABSTRACT
Traumatic spinal injury has always constituted a challenge to sCience The difficulties
encountered In treating victims are of such great Importance that has lead some of
the universities to establish exclusive laboratones for research In this field One of the
most cntlcal problems In the study of the pathophysiology of spinal cord Injury and ItS
regeneration POSSibilitiesresides In the lack of an adequate number of uniform
lesions In patients The chOice of small animals for research has partially overcome
these obstacles given the close relationship with the lesions In humans and has
allowed for the establishment of a model for serial expenments ThiS task aimed at
the establishment, In our community, of a method for producing expenmental spinal
cord Injury In small animals, as well as the standardization of thiS lesion A method of
direct contusion of the cord was applied post-laminectomy, with the use of an
Impactor device developed by the New York University linked to a software which
registers on the computer the data obtained from each lesion Expenments were
carned out on 300 Whlstar rats In order to obtain the appropnate use of the system
Assessment of the use of thiS device and the software was made by analyzing the
data produced after 30 consecutive expenments Evaluation of the paralysIs
produced was carned out through the score method of the OhiO University with the
purpose of determining If the spinal contusion was effective In producing a complete
lesion Standardization of the spinal lesion was evaluated through histological studies
on 20 Injured specimens, evaluation Included Injury to the white matter, hYPoxia,
hemorrhage and neuronal loss The results confirmed the perfect functioning of the
Impactor device and ItS software, total paralysIs In the animals after Impaction and
histological alterations reproduced In the cord In the same manner It was possible to
conclude therefore that thiS method for producing traumatic spinal cord lesion can be





A lesao medular traumatlca (LMT) e uma das mals devastadoras entre as
lesoes que podem afetar 0 ser humano Seu reglstro remonta a propna hlstona da
medlclna
As anota<;:oesclrurglcas mals antlgas de que se tem notlcla sac os paplros
de Edwin Smith, por ele descobertos em Tebas em 1862 Um eglptologlsta,
Professor Breasted, efetuou a sua tradu<;:aoem 1930, atnbulndo a sua escnta por
volta de 1700 a C, mas como sendo copla de um manuscnto onglnal escnto talvez
entre 3000 e 2500 a C Nestes paplros, um Tratado de Clrurgla, os antlgos mediCOS
egrpclos c1asslflcaram as doen<;:asem 3 categonas
1- Uma doen<;:aque vou tratar (casos favoravels)
2- Uma doen<;:aque eu vou enfrentar (casos dlffcels)
3- Uma doen<;:aa nao ser tratada (casos sem esperan<;:a)
As lesoes medulares estavam enquadradas na 3~categona as paplros de
EdWin Smith relaclonam sels casos de lesao vertebral e reconhecem a parallsla
provocada por estas graves lesoes, com recomenda<;:oes para 0 seu tratamento
(com apllca<;:oesde carne e mel)
Esta Indlferen<;:a mllenar estendeu-se ate a nossa epoca Contudo,
embora de forma lenta, este seculo fOI marcado par malor enfrentamento da LMT,
pnmelro para tentar compreende-Ia melhor e depols para com bater suas sequelas
Na sequencia de estudos e expenmentos, surglram as oportunldades para
descobertas que estao mudando 0 enfoque ate entao dado a esta doen<;:a
Consequencla dlreta do trauma, a LMT atlnge pnnclpalmente a falxa etana
mals exposta a aCldentes, que em geral e tambem a mals produtlva Cerca de 60%
dos casos de LMT ocorrem em pessoas entre 16 e 30 anos de Idade, mas a media
esta aumentando com 0 aumento da longevldade do ser humano, chegando aos 33
anos nesta ultima decada
Devldo as pecullandades economlcas brasilelras, e dlffCII obter dados
estatlstlcoS precisos a respelto da LMT, sendo as estlmatlvas baseadas nas
Informa<;:oesprovenlentes dos parses desenvolvldos Nos Estados Unldos, eXlste
desde 1937 0 National Spinal Cord Injury Database, que reglstra Informa<;:oes
onundas de 21 centros federals de atendlmento a paclentes com lesao medular
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Atraves de seus dados, estlma-se que a Incldencla anual de LMT esta entre 30 a 40
casos novos por milhao de habltantes Para uma populac;:ao em tome de
170000000 de habltantes, poderfamos Imaglnar cerca de 6000 casos anuals no
Brasil
A prevalencla e estlmada em torno de 700 casos por mllhao de habltantes,
o que dana uma populac;:aode 100 000 pessoas convlvendo com este problema no
nosso pais
Os homens representam 82% dos lesados, fruto da sua exposlc;:ao aos
fatores de nsco, tals como dlrlglr em excesso de velocldade, ou dlrlglr alcoolizado ou
vftlma de agress6es No mundo todo a causa pnnclpal de LMT e 0 aCldente de
tranSltO, dos casos relatados nos Estados Unldos, 38% tem esta etlologla A
segunda causa que mals contnbul para provocar LMT e a vlolencla, sob vanas
formas, Inclulndo fenmento por proJetl1de arma de fogo Esta forma de agressao, em
especial, tem aumentado assustadoramente a sua partlclpac;:aonas estatfstlcas dos
ultlmos anos
Em Cuntlba, dados obtldos pelo Grupo Integrado de Apolo ao Parapleglco
- GIAPA - do Hospital Unlversltano CaJuru, mostram que em 240 casos onde fOI
possivel determlnar a causa de LMT, 42% foram vftlmas de aCldente de translto e
27% de vlolenclas que Incluem vanadas formas de agressao
o custo economlco e social, para 0 atendlmento deste volume de pessoas
e assombroso, pOlSsoma 0 atendlmento medlco-hospltalar de urgencla, ao perfodo
de reabllitac;:ao
Devldo as conhecldas complicac;:6es clfnlcas que ocorrem no lesado
medular - pneumonia, Infecc;:aounnana, escara, fleo paralltlco, trombose venosa
profunda, entre os mals comuns - 0 atendlmento deve ser multldlsclplinar desde 0
seu InICIO,e eXlge prazo de Internamento mals prolongado
A reabilltac;:ao,que tem seu lniclO alnda no perfodo hospltalar, engloba a
relnclusao social do lesado medular e a sua readaptac;:aoproflsslonal, trabalho este
que reune pSlc610gos, terapeutas ocupaclonals, flsloterapeutas, alem de
equlpamentos especfflcos e cada vez mals soflstlcados Em 1992, 0 National Spinal
Cord Injury Statistical Center, da Unlversldade do Alabama, estlmou em 198.000
d61ares 0 custo no pnmelro ana de tratamento e 24 000 d61ares 0 custo nos anos
subsequentes Estas estatlstlcas e estes custos desencadearam esforc;:os
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especfflcos nesta area, que resultaram na fundat;:ao de dlversas assoclat;:oes, com
destaque para 3 delas
ASIA - Amencan Spinal Injury ASSociation
PVA - Paralyzed Veterans of Amenca
IMSOP - International Medical Society of Paraplegia
Estas socledades, com a partlclpat;:ao de vanas especlahdades medlcas
envolvldas, assoclat;:ao de paclentes e famlhares, provocaram mudant;:as radicals no
enfoque da LMT Com IStO,0 transporte do lesado medular, 0 dlagnostlco apurado e
precoce, as tecnlcas de tratamento e a prevent;:ao das compllcat;:oes, foram
amplamente debatldos ao longo dos ultlmos anos, cnando padronlzat;:ao
Internaclonal na forma de conduzlr estes casos Como consequencla desta
hnguagem comum, foram cnados centros especlahzados que conseguem dar melhor
atent;:ao global aos enfermos, estes passaram a sobrevlver em malor numero e ter
expectatlva de vida quase normal para a sua falxa etana A pnnclpal causa de morte,
Insuflclencla renal por Infect;:oes multlplas, passou a ser controlada com os avant;:os
da urologla moderna
Este progresso alcant;:ado e a present;:a atuante de vanas assoclat;:oes,
presslonaram a comunldade, especlalmente governos, a atender as eXlgenclas
especfflcas deste grupo de pessoas atraves de medldas de Impacto social, como
transporte especial, rampas, estaclonamentos, etc
Esta exposlt;:ao suclnta procura aJudar a compreender a preocupat;:ao da
socledade com um grupo que aumenta progresslvamente com as novas vftlmas e
com a longevldade, bem como mostra a capacldade deste grupo de se orgamzar,
eXlglr e obter conqUistas
A area da saude nao flcou Imune as pressoes recebldas Estabelecldos os
cntenos pnnclpals em torno da atent;:ao ao paclente e dos conheclmentos da
flslopatologla da lesao, surglu a necessldade de Investlgat;:ao profunda sobre as
possibilidades de cura, tentando a reversao do quadro de parallsla Estlmuladas pelo
esplnto clentfflco, vanas Iinhas de pesquisa comet;:aram a ser perseguldas Na
medlda em que alguns progressos foram sendo Obtldos, malor fOI 0 numero de
clentlstas Interessados em aprofundar suas expenenclas As conclusoes ammadoras
destas Investlgat;:oes cnaram expectatlvas posltlvas em todos os envolvldos Tlda
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como um fato Irreversfvel ate entao, hOJe nao podemos pensar no futuro da lMT
sem a visao de descobertas que levarao a sua cura
E universal a aceltac;;ao de dOls tipOS de lesao que produzem 0 danG
neurologlco
- 0 pnmelro, produzldo pelo trauma em Sl, com morte celular e Ilberac;;aode
eletrolitos, metab6litos e enZlmas, este e um processo mecanlco, que Independe do
controle celular
o segundo, surge como uma cascata de fenomenos, envolvendo
edema, mflamac;;ao, Isquemla, reperfusao, fatores de cresclmento, metabollsmo do
calclo e peroxidase Ilpfdlca
A Figura 1 e um exemplo deste fenomeno, e mostra a medula ap6s 24
horas de um trauma provocado no nosso laborat6no, pelo sistema Impactor que esta
tese descreve A Figura 2 mostra a evoluc;;ao do danG medular em outro especlme,
submetldo a mesma Impaq:ao, 48 horas ap6s 0 trauma; nota-se c1aramente a
progressao da lesao, agora com vacuolizac;;ao, pelos fenomenos descntos aClma
FIGURAS 1 e 2 A FIGURA 1 MOSTRA lESOES DOS NEURONIOS APOS 24
HORAS DO TRAUMA;
A FIGURA 2, OBTIDA DE OUTRO ANIMAL, MOSTRA A
PROGRESSAO DEST AS lESOES APOS 48 HORAS , COM
DEGENERA<;Ao NEURONAL E VACUOLlZA<;Ao (SETAS)
DEPOIS DE CESSADO 0 TRAUMATISMO (LUXOL FAST BLUE)
Esta forma particular de morte celular, apoptose, tem sldo alvo de esforc;;os
clentfflcos no sentldo de obter 0 seu controle Estes esforgos estao sendo aphcados
em duas areas dlstmtas a bloengenhana e a blomedlcma.
A bloengenhana se preocupa em restabelecer os Impulsos Interrompldos
no nfvel lesado com estfmulos eletncos ao musculo Aparelhos cada vez menores
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estao consegUindo produzlr movlmentos dlstals e ate estlmular a marcha, embora de
forma mUlto mecanlca
A area blomedlca se preocupa em dar soluyao ao local lesado, atraves de
enxertos, transplante celular, transposlc;:aode nervos, enflm tenta regenerar a area
afetada A busca do tratamento eflcaz nesta area se faz atualmente atraves de dOls
camlnhos
- prevenyao da lesao progresslva p6s-trauma
- restaurac;:aode neuronlos lesados
Ha progressos nas duas frentes Recentes estudos multlcEmtncos
mostraram 0 efelto neuroprotetor da metllprednlsolona quando utllizada nas
pnmelras 8 horas do trauma, provando que 0 dano medular e progresslvo e pode ser
Interrompldo com tratamento adequado No campo da regenerac;:ao,com a apllcayao
de tecnlcas em blologla molecular, protefnas que atuam como fator de cresclmento
neuronal foram Isoladas e apllcadas com sucesso em ratos
Baseados nos avanyos obtldos com os mals recentes relatos clentfflcos,
pode-se aflrmar que a postura pesslmlsta do mundo medico em torno da LMT, Ja
pode ser modlflcada pela certeza de uma proxima descoberta que val alterar de
forma radical a evoluyao desta enfermldade Mas esta visao clentfflca de
possibilidades a curto ou medlo prazo demonstra que IStO so acontecera com
pesqUisas mals Intensas A malor parte das pesquisas que apresentaram resultados
apllcavels ao ser humano, desenvolveu-se em pequenos animalS, e os pnnclpals
estudos envolvldos com elas anallsam os fenomenos decorrentes da produc;:ao,
nestes animalS, de uma lesao traumatlca padronlzada Desta manelra, os
tratamentos propostos sac testados, supostamente, sobre portadores de les6es
Idemtlcas,0 que torna mals conflavel 0 resultado obtldo Como todos os laboratonos
envolvldos admltem que 0 melhor animal para estas expenenclas e 0 rata e que a
unlca forma de comparar resultados e a partir de les6es padronlzadas e em grande




as obJetlvos desta tese SaD
1- a Instalac;:ao de um sistema de produc;:ao de les6es medulares em
animalS de pequeno porte, com 0 estabeleclmento de modelo da fase
aguda do trauma medular
2- a padronlzac;:ao do dano medular obtldo por Impacc;:ao
2 REVISAO DA L1TERATURA
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2 REVISAO DA L1TERATURA
Cabe a Alfred Reginald ALLEN, 0 mento do pnmelro Impactor utllizado 0
que surpreende e que IStOocorreu em 1911 Com a Impac~ao da medula de caes,
Allen procurou determlnar 0 peso maximo que a medula suportana ate ser produzlda
uma lesao, e a partir daf, como a a~ao clrlJrglca sobre a medula podena reverter 0
quadro Conslstla de um peso derrubado sobre a medula exposta a partir de uma
dlstancla flxa A velocldade do peso era constante, pela a~ao da gravldade, mas a
deformldade da medula e os parametros do Impacto nao eram anahsados
Outros modelos e vana~6es desta tecnlca surglram ao Iongo dos anos,
mas nenhum sobrevlveu as anallses mals crftlcas Isto porque 0 fundamento das
expenemclas com lesao medular e estudar a repara~ao ou regenera~ao a partir de
danos exatamente Iguals na medula
DUCKER e colaboradores, em 1971, numa epoca em que 0 Impactor
desenhado por Allen renasceu, testaram-no em macacos Pesos cllindncos de 10,
15, 20, e 25 gramas, eram derrubados de uma altura de 20 cms, calndo sobre a area
lammectomlzada e Imedlatamente removldos As anahses mlcroscoplcas apos 0
sacnficlo dos animalS procuravam relaclonar 0 trauma e 0 prazo ate 0 exame com a
progressao da area de necrose Demonstraram aSSlm, que danos secunda nos ao
trauma Inlclal podlam ocorrer Estes danos secundanos eram provocados por
rea~6es p6s-traumatlcas como edema, hemorragla e necrose, entre outros
HUNG e colaboradores, em 1975, utllizando vanante do Impactor
procuraram estudar a resposta blomecanlca ao trauma, utllizando camera fotograflca
de alta velocldade A deforma~ao sofnda era reglstrada no momenta do Impacto e a
onda produzlda sobre 0 Ifquor era medlda 0 peso era derrubado atraves de um tubo
de nallon, calndo sobre apolo colocado na area lamlnectomlzada, que transmltla 0
Impacto a medula Os animals utllizados eram gatos, numa sene de 12 exemplares
o obJetlvo desta pesqUisa era Investlgar as for~as mecanlcas envolvldas na
Impac~ao, mas conclufram chamando a aten~ao para a necessana procura da
exatldao na mterpreta~ao dos fenomenos
KOOZEKANANI e colaboradores, em 1976, Interessados na
estandardlza~ao atraves do metodo de Allen, comparam dados obtldos com
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fotograflas, com aqueles obtldos por slmula9ao em computador, da dlnamlca do
mecanlsmo 0 Impacto era causado par peso largado dentro de um tuba, tambem
sabre um apolo colocado sabre a duramater de caes, metoda entao usual em vanos
laboratanos Concluem que embora de aparemcla simples, a metodo de Allen, com
mfnlmas vanac;;oesna teCnlCa, pode produzlr graus vanavels de compressao da
medula mas tambem adverte para a necessldade Imperatlva de padronlza9ao deste
modelo
Nesse mesmo ana, 1976, EIDELBERG e colaboradores tentam substltulr a
metoda de Allen par campressao progresslva par melo de pesos colocados
dlretamente na medula de cabalas, estas pesando em torno de 1kg Para escolha de
animalS menores, entre outros motlvos, menclonavam custo e facilidades para
manusea-Ios Os pesos eram mantldos na poslC;;aode compressao par um tempo
determlnada, a que eVldentemente e um Impartante fator para lesoes nao Idemtlcas
MUltas das lesoes provocadas foram Incompletas, mas mostraram que mesmo
grandes areas lesadas podem ter alguma func;;ao motora ou sensltlva, desde que
eXlstam pequenas areas preservadas
Embora por toda essa decada de 70 a malor parte dos Investlgadores
utllizasse vanantes do Impactor de Allen, todos concordavam que havla
Algumas tentatlvas de consegulr resultados mals unlformes contlnuaram a
dlferenc;;asno grau de lesaa conseguldo, com Imprecisoes nos resultados.ser feltas
RIVLlN eTA TOR, em 1978, prop6em a usa de um cilpe para aneunsma modlflcado
que produzla forc;;a de compressao de 180 gramas Este trabalho enfatlza
novamente a dlflculdade quanta a custos ou manuselo de animalS malores e Justlflca
a escolha de ratos por serem mals baratos e de facil obtenC;;ao Ap6s rem09ao do
cilpe conseguem observar que 0 alivlo precoce da compressao sena Importante fator
para a recuperac;;aoparCial Comparam este metodo com 0 de Allen e com a
Insuflac;;aopar balonete em macacos, que a mesmo autor vlnha testando desde
1973 0 balonete Inflavel era Impratlcavel no pequeno espa90 extradural do rata,
agora 0 animal de escolha para as expenenclas Quanto ao metoda de Allen,
conslderam que a sua falha mals serla era a varlabilidade do grau de trauma Imposto
a medula
WRATHALL e colaboradores, em 1985, estabelecem cnterlos para a
obtenc;;aode lesoes gradatlvas e reprodutfvels no rato, utllizando modlflcac;;ao no
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Impactor Esta modlflca<;:13.oInclufa a Introdu<;:ao de sensores para detectar os
fenomenos ffslcos decorrentes do Impacto Os ratos foram submetldos a anallses
pre- e p6s-contusao, com estudos hlstol6glcos, que conflrmaram a posslbilidade de
produzlr lesoes slmllares para condl<;:oesdeflnldas de altura e peso da cabe<;:a
Impactora
GALE e colaboradores, tambem em 1985, utllizando ratos e a mesma
tecnlca de Impac<;:ao,avallam a recupera<;:aofunclonal e a relaclonam ao volume da
les13.o,concluem que os protocolos de avalla<;:ao sac altamente sensltlvos e
conslstentes para dlferentes grupos de animals com lesoes slmllares provenlentes
de vanas sessoes
NOBLE e WRATHALL, no mesmo ano, apresentam os resultados de
anallses morfometrlcas reallzadas em medulas de ratos, lesados por Impac<;:13.oc m
o aparelho descnto antenormente Um peso de 10 gramas fOI derrubado sobre a
medula lamlnectomlzada de alturas vanavels Ap6s quatro semanas da lesao, os
ratos foram sacnflcados e mensurados 0 volume da lesao, sua extensao e as
dlmensoes dos tecldos no eplcentro - area de lesao, area de SubstElnClaclnzenta e
area de substancla branca Estas medldas foram relaclonadas com 0 peso e a altura
de onde ele fOI lan<;:ado,os resultados, submetldos a apurada analise estatlstlca,
mostraram que havla correla<;:ao entre eles - peso e altura - e os parametros
morfol6glcos encontrados Concluem que a medlda da area de substancla branca no
eplcentro da lesao e de simples execu<;:aoe utll para quantlflcar esta lesao.
Estas tres ultlmas publlca<;:oes estabelecem com suas conclusoes as
bases para 0 usa do rata com modele de animal para 0 estudo do efelto
farmacologlco de drogas apllcadas ap6s a lesao por Impac<;:13.o
BLACK e colaboradores, em 1986, estudando a Impac<;:aopor queda de
peso em ratos, reaflrmam a sua valldade como metodo de estudo da lesao medular
Estabelecem cntenos para analise hlstol6glca da medula lesada, dlvldlndo-a em
areas ou compartlmentos que senam preferenclals e slstematlcamente examlnados
Demonstram a correla<;:aoentre a queda do peso, a parallsla e 0 volume de necrose
produzldo Estas mesmas divisoes em compartlmentos foram utllizadas na avalla<;:ao
hlstol6glca felta nesta tese
NOBLE e WRATHALL, em 1987, publlcam nota dlvulgando alternatlvas
para tornar 0 Impactor mals barato, disponlbllizando 0 seu uso por multlplos centros
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de pesqUisa Estas modlflcac;:6es slmpllflcando 0 aparelho nao tlram a sua
caracterfstlca, apenas alteram sua base de apolo e os mecanlsmos de flxac;:aoda
coluna que val receber 0 Impacto
BRESNAHAM e colaboradores, em 1987, desenvolveram um aparelho
Impactor com reglstro slmultaneo de dados como deformac;:ao da coluna p6s-
Impacto, deformac;:ao da medula, velocldade de queda do peso, altura; enflm
vanavels que procurou relaclonar ao tlpO de lesao provocada 0 aparelho partlu do
pnnciplo de Allen Foram usados ratos, mas 0 peso era apolado e presslonado
segundo reglstros computadonzados, por tempo determlnado 0 obJetlvo era provar
a posslbilidade de produc;:aode les6es graduals ou Incompletas, que permltlssem
outros tipOSde estudo
Esta e outras publlcac;:6esdo final da decada de 80, Jaeram unanlmes em
deflnlr 0 rata como 0 animal Ideal para este tlpO de pesquisa Quanto ao sistema de
produc;:aoda lesao medular, a malona apllcava algumas modlflcac;:6esao Impactor de
Allen
Wise YOUNG, um dos pnnClpalS pesquisadores nesta area e conselhelro
deste proJetoque tentamos desenvolver, em trabalho reallzado com KWO, em 1989,
para 0 estudo da concentrac;:aode calcto e potasslo na medula lesada, reaflrma a
oplnlao geral de que 0 usa de Impactores denvados da Idela onglnal de Allen,
Ilgados a sensores e sistemas computadonzados, permlte provocar les6es
medulares no rata de forma reprodutlvel e exata
Na decada de 90, com a necessldade de Intenslflcar as pesqUisas em
decorrencla das descobertas Ja efetuadas, em especial multlpllcando 0 numero de
animalS utlllzados, a escolha do rata e de um sistema de produc;:aode lesao por
Impacc;:aomonltonzado fOI natural Com esta quase padronlzac;:ao, porque eXlstem
dlferenc;:aspequenas entre os sensores colocados no aparelho, admltlu-se que as
les6es provocadas nos dlversos centros de estudo eram realmente semelhantes A
partir daf, os trabalhos publlcados passam a enfatlzar os aspectos decorrentes da
apllcac;:ao de drogas a medula lesada e alguns dos resultados autonzam a sua
apllcac;:aoem seres humanos FOI a partir destes modelos, Impactor e ratos, que
BRACKEN e colaboradores em 1990, publlcaram a mals Importante conquista no
campo da ac;:aode drogas sobre a medula lesada, com a Introduc;:aodo usa de
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doses macl<;:as de metllprednlsolona nas pnmelras OltO horas do trauma
raqulmedular
Em 1994, CONSTANTINI e YOUNG estudam 0 efelto de metllprednlsolona
e gangllosfdeos comblnados, e comprovam que quando admlnlstrados
conJuntamente tem seus efeltos anulados Esta Importante conclus8.o fOI alcan<;:ada
utllizando ratos e 0 aparelho Impactor desenvolvldo na Unlversldade de Nova
Yorque, e conhecldo pela slgla NYU
Alnda dentro desta Iinha, FALCONER e colaboradores, em 1994, testam 0
usa de ressonancla magnetlca para detectar altera<;:oessecundanas na medula de
ratos ap6s contusao por Impac<;:8.o,e em 1996, expenmentam modlflca<;:oes com 0
usa de eletromagnetos e laser para anallsar os parametros blomecanlcos
provocados pelo Impacto em rela<;:8.oas altera<;:oeshlstol6glcas encontradas
Os estudos atuals, publlcados ou em execu<;:ao,contlnuam na sua malona
absoluta a utllizar ratos e Impactores, mas Ja n8.o estao entrando em detalhes sobre
o aparelho
Pesquisas recentes, como 0 estudo do efelto protetor no tecldo nervoso da
protefna cltoplasmatlca BcI-2, publlcado por LOU em 1998, descrevem na sua
metodologla a "produ<;:aode lesao com 0 usa do sistema Impactor de Allen"
KUHN e WRATHALL, tambem em 1998, reestudando 0 rata como modele
para contusao medular, concluem que "a tecnlca de queda do peso em ratos produz
um modelo conflavel e reprodutfvel sendo as dlferen<;:as entre dlversos grupos
expenmentals facllmente detectavels, funclonal e hlstologlcamente" Cltando
especlflcamente a apllca<;:aodestas pesqUisas aos seres humanos, enfatlzam que
este modelo em ratos representa a oportunldade de Investlgar como a resposta
celular ao trauma afeta os mecanlsmos de repara<;:8.oe 0 resultado fun clonal
Nao fOI Inten<;:8.odo autor fazer revls8.o da IIteratura sobre as pesquisas
relaclonadas a les8.o medular, mesmo porque nao e obJetlvo desta tese Mas 0
desenvolvlmento dos Impactores n8.o mereceu publlca<;:ao especfflca em textos
clentfflcos, talvez por ser produto de ensalos dos departamentos de engenhana ou
ffslca das dlversas unlversldades, e acaba sendo menclonado apenas em manuals
de clrcula<;:aoInterna Por este motlvo torna-se dlffcll revisar a Iiteratura a respelto da
evolu<;:8.odo Impactor sem menclonar pesquisas sobre lesao medular
3 MATERIAL E METODa
15
3 MATERIAL E METODOS
3 1 0 SISTEMA IMPACTOR NYU
3 1.1 Descrlc;:ao do sistema
Para produZir contusao e registrar os dados, 0 sistema e composto pelas
segUintes partes, mostradas na Figura 3





• Um computador IBM/PC compatfvel com pelo menos 640Kb RAM e
processador de 12 MHz
• Programa Impactor software especlalmente desenvolvldo para
registrar, calcular ou mostrar os dados adqulrldos
• Placa de Interface IBM com uma saida paralela e Clrcultos de
temporlzac;:ao
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• Calxa azul uma calxa azul de plastlco que conecta 0 Impactor ao
computador Ela contem 0 ClrcUito detector de contato que sente 0
momenta de contato entre 0 peso do Impactor e a medula Tambem
contem um dlodo emlssor de luz (LED) e de um sinai sonora Indlcando
o contato
• MOnitor EGA ou VGA em cores
• Impressora, para Impressao da tela
FIGURA 4 - VlsAo GERAL DO APARELHO NO MOMENTO DA IMPAC<;Ao
Aparelho Impactor 0 aparelho de queda do peso, IStOe, uma estrutura metallca de
sustenta9ao com uma base de onde saem duas hastes verticalS e uma transversal,
formando a letra "H", onde se apolam dOls cilpes de pressao, tlpO pln9a de AlliS, que
prendem 0 rata por suas apoflses esplnhosas A Figura 4 mostra estes detalhes
• Barra vertical que sustenta todo 0 conJunto de Impac9ao e reglstro de
dados, at raves de botoes tlpO mlcroscoplo (Figura 5) permlte aJustes
laterals e de altura, para locailzar a cabe9a Impactora exatamente
sobre a medula a ser contundlda, no espa90 lamlnectomlzado
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FIGURA 5 - BOTOES PARA AJUSTE DA BARRA IMPACTORA SaBRE A MEDULA
(SET AS)
• Potenclometros dOIS, de tlpO optlCO, com reglstro digital, que transferem
para 0 computador, atraves de formulas matematlcas, os dados obtldos em
cada Impacryao A Figura 6 mostra estes dOls potenclometros Jnstalados
no Impactor
FIGURA 6 - DETALHE DOS POTENCIOMETROS OPTICOS (SETAS) QUE
TRANSFEREM PARA a COMPUTADOR as DADOS DA IMPAC<;AO
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• Haste Impactora a haste e 0 peso Ilgado a ela, que caem sobre a
medula
• Cabega Impactora a ponta do peso que entra em contato com a
medula, com 2,5 mm de dlametro e pode ser substltufda por tamanhos
malores
• Conex6es hastes conectoras de ago Inoxldavel entre os
potenclometros OptlCOSe a haste Impactora Estas hastes e conexoes
transformam os movlmentos verticalS da haste em movlmentos
rotaclonalS nos potenclometros a computador utlliza formula
matematlca para traduzlr as lelturas dos potenclometros em
deslocamentos lineares da haste Impactora
• Garra Jacare esta pequena garra, presa ao animal, na musculatura
paravertebral, conecta 0 animal a um sistema eletnco de aterramento.
a contacto com 0 animal e essenclal para 0 detector de contato
medular funclonar apropnadamente
• Pmos de seguranga e Ilberagao estes dais pinos estao Ilgados a um
flo
• a pmo de seguranga e colocado na poslgao zero do Impactor Esta e a
Iinha de base na pOSlyaO"zero" da cabega Impactora. a pmo de
Ilberagao e colocado na altura deseJada da queda
• Detector de movlmento vertebral' um potenclometro Ilgado a uma haste
vertical conectada com um flo de tungstenlo. Um flo em forma de U
Invertldo e colocado no processo lateral da vertebra adJacente ao local
do Impacto, para monltorar 0 movlmento vertebral, medmdo 0 seu
deslocamento com 0 Impacto
• Placa paralela: uma placa de computador que e Instalada em um
computador IBM PC compatlvel e recebe as respostas da calxa azul E
projetada especlflcamente para a Impactor e nao deve ser usada para
outros proposltos
• Conector de nove pmos este conector val do Impactor para a calxa
azul
• Conector de 37 pinos este conecta a calxa azul na placa paralela
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• Conector arredondado este conecta a placa paralela na calxa azul
• DOS ou MS DOS. Sistema operaclonal de disco ou Microsoft DOS
• Arqulvo Padrao arqulvo especfflco (IMPDEFL T TXT) contendo aJustes
padroes ou personallzados para 0 Impactor, bem como os valores de
callbra9ao para uma unldade particular de Impactor
3 1 2 DesCrt9aodas fun90es do Software
o programa Impactor usa fun90es em comandos de letras simples Cada
menu de comandos e atlvado por simples toque na tecla, em geral na 1!! letra do
comando Os comandos sac Indlcados por um caractere em negnto Estes
caracteres sac destacados em telas colondas
Quando 0 programa IniCla, 0 logotlpo de abertura do Impactor aparece
Presslonando <SPACEBAR> segue-se Imedlatamente ao MENU PRINCIPAL
(Tabela 1) 0 MENU PRINCIPAL mostra 0 "Nome do arqulvo atual" no topo Este e
o nome do ultimo arqulvo lido ou adqulndo Presslonando <ENTER> deste ou de
qualquer outro menu, retorna-se ao menu antenor, e uma breve descn9ao de cada
func;:ao A ordem de descnc;:ao e dlferente da ordem do menu para tornar as
expllcac;:oesmals dldatlcas
TABELA 1 - DESCRIQAo DAS FUNQOES DO SOFTWARE
MAIN MENU





List raw data to display
Disk I/O functions save /Ioad binary data
Wnte calculated Impact values to text file (IMPTEST TXT)
Save parameters labels to text file (LABELS TXT)





A Interpretayao dos Icones da Tabela 1 e descnta a segulr'
Venflcar 0 funclonamento / Callbrayao (Check Operation / Caltbrate)
venflca 0 funclonamento ou reaJusta a relayao entre as hastes do Impactor e 0
movlmento dos potenclometros 0 ultimo e necessano somente se a Ilgayao entre as
hastes for modlflcada
Aquislyao (AcqUire) Inlcla 0 modo para aquislyao de dados do Impactor e
para salvar os dados
Gniflco de curvas do Impacto (Graph Impact curves) mostra os dados do
Impacto graflcamente e permlte a correyao de alguns parametres Estas curvas sao.
- Curva de Impacto ( I) representa a altura da cabeya Impactora
- Curva de deslocamento da coluna vertebral (V) representa 0 desvlo
6sseo medldo pelo flo detector de movlmento vertebral
- Curva da Superffcle Medular (CS) representa 0 desvlo da superflcle
medular, e denvada das curvas I e V, pela subtrayao de V de I a partir do ponto de
lmpacto
Estas curvas estao representadas nas Flguras 7 e 8 Na Figura 7 as Iinhas
que representam estes dados sac
na cor vermelha a pOSlyaOda haste Impactora durante a sua queda,
partlndo de 25 mm, a Ilnha preta tangente e a representayao da velocldade
na cor preta, partlndo de zero, a Iinha ondulada mostra a velocldade da
queda, crescente ate 0 ponto de Impacto e a Iinha pontllhada representa a Iinha de
base
em azul, a Iinha vertical continua Identlflca 0 ponto de Impacto
em vermelho, a Iinha vertical representa a haste Impactora
em verde, a curva V, representa 0 deslocamento da vertebra ap6s 0
Impacto
em azul, a curva CS, representa a deformldade sofnda pela medula
A partir do ponto de Impacto, 0 graflco pode ser ampliado para destacar
melhor as curvas V e CS
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FIGURA 7 - GRAFICO QUE REPRESENTA AS CURVAS PRODUZIDAS PELO
IMPACTO, A CURVA I, EM VERMELHO, MOSTRA A ALTURA DA
HASTE IMPACTORA EM QUEDA A CURVA V, EM VERDE,
REPRESENTA 0 DESLOCAMENTO DA VERTEBRA E A CURVA
CS, EM AZUL, REPRESENTA A DEFORMIDADE SOFRIDA PELA
MEDULA ESTAo REGISTRADAS A ALTURA E A VELOCIDADE DA
HASTE EM QUEDA DESDE 0 PONTO DE PARTIDA. A L1NHA DE
BASE SAI DO ZERO 0 GRAFICO PODE SER AMPLIADO A
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FIGURA 8 - GRAFICO AMPLIADO QUE DESTACA, A PARTIR DO PONTO DE
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Analise do Impacto (Impact AnalysIs) . converte os dados brutos obtldos
pelos potenclometros e/ou contatos, em desvios, compressao, velocldade, e outros
valores
Listar os dados brutos na tela (List raw data to dysplay) . mostra
graflcamente 0 estado dos potenclometros, contato, e canals de temponza<;ao
durante os 200 ms segUintes a queda
Fun<;oes de E/S de diSCO (Disk I/O functIOns) contem op<;oes para
vlsuallzar dlret6nos do diSCO, locallzar arqUivos, alterar camlnhos e nomes dos
arqUivos, carregar e salvar arqUivos
Reglstro dos valores do Impacto calculados (Wnte calculated Impact
values) salva os parametros calculados das curvas da queda para 0 diSCO,asslm
como altura da queda, latencla do Impacto, valor do Impacto, compressao medular, e
outros 0 arqulvo contem formate ASCII tabulado e pode ser lido em planllhas
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Salvar os valores de parametros para um arqulvo texto (Save parameter
labels to text ftle) reglstra os valores de cada parametro do Impacto calculado para
o disco, em um arqulvo de formato ASCII para ser lido em uma planllha
Safda em texto das curvas do Impacto ( Text output ot raw Impact curves)
permlte salvar os dados do Impacto para 0 disco como texto, ou arqUivos de dados
ASCII, para transferencla para outros programas ( IStOe, planllhas ou apllcac;:6esde
analise graflca ) as quais possam ler e manlpular arqulvos texto Os valores
reglstrados sac a poslc;:aodo Impactor em mllfmetros e a velocldade do Impacto em
mllfmetros por segundo
Novos parametros de aqulslc;:ao (New acqUisition parameters) , permlte
mudar certos parametros do Impacto de modo a sobrepor valores carregados no
arqulvo padrao lidos de um arqUivo de dados,
Salr (QUIt)' sal do programa Deve-se dlgltar <Q> novamente para
conflrmar se realmente quer salr, mesmo que seJam perdldos os dados que nao
foram salvados na memona
3 1 3 Descnc;:aodo teste Inlclal slmulado
Os dados obtldos pelo Impactor sac mostrados pelo computador atraves
de uma taxa, esta e dada por um parametro que precisa ser aJustado Normalmente,
o penodo de amostragem e entre 10 mlcrossegundos/amostragem Para aJustar a
taxa de amostragem procede-se como segue
a Do MENU PRINCIPAL, seleclona-se Novos Parametros de
AqUlslI;ao (New AcquIsition Parameters) 0 menu e mostrado
b Seleclona-se Parametros de AqUislgao da taxa de amostragem
(AcquIsition Sampling Rate Parameter)
c Dlgltando "A" novamente 0 computador Ira automatlcamente
determlnar a taxa de amostragem apropnada 0 menu Ira entao ser mostrado
novamente com 0 novo parametro de taxa de amostragem e periodos Voltar
ao MENU PRINCIPAL
Dlglta-se <C> para acessar Ventlcar tunclonamento / rotma de callbragao
(Check operatlon/ calibrate routine) Esta rotlna mostra contagens ou translc;:6esdos
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potenclometros (contagens dos potenclometros) quando a haste vertebral e a haste
do Impactor sac movldas Ao mover as duas hastes para clma e para baixo, nota-se
que a contagem aumenta quando as hastes sac ergUidas e dlmlnUi quando as
hastes sac abalxadas Normalmente, se as hastes sac erguldas suavemente e entao
abalxadas ao mesmo ponto, a contagem do potenclometro devera retornar ao
numero Inlclal ( em geral 0 ou proximo dele) Encostando a garra Jacare na haste
Impactora, deve-se ouvlr um som provlndo da calxa azul e 0 LED devera acender
Na tela, "Contato do Impactor" devera mudar de "OFF" para "ON" Presslonando
<ENTER> volta-se ao MENU PRINCIPAL 5e parecer haver algum problema com 0
funclonamento ate este ponto, venflca-se a conexao entre 0 Impactor, a calxa azul, e
o computador, para ter certeza de que esta correta Da mesma manelra, venflca-se
as conexoes dos potenclometros
o aparelho esta pronto para adqumr uma slmula9ao de dados Eleva-se a
haste Impactora e se Insere 0 plno de seguran9a na posl9ao de "0" (zero mm) Isto
ajusta a IInha de base ou POSl9aode referE.'mclana qual as alturas do Impacto sac
calculadas Coloca-se um matenal absorvente (esponJa, papel toalha, etc ) abalxo da
cabe9a Impactora. A superffcle deve estar cerca de 8 cm da plataforma, para que
quando a cabe9a Impactora estlver na posl9ao 0 mm, ela esteJaem contato com a
esponja Molha-se a esponJa com solu9ao salina e a garra jaCare ( sistema de
aterramento ) e presa na esponJa 0 contacto entre a haste Impactora e a garra
Jacare permlte que uma pequena corrente (110 ~ A) passe da haste para 0 sistema
terra Esta corrente e ampllflcada para atlvar 0 LED e 0 sinai sonoro na calxa azul
Agora, abalxa-se a haste Impactora ate a esponJa usando 0 botao de
aJuste grosselro ate que 0 LED e 0 alarme se atlvem e Imedlatamente a haste e
levantada ate 0 alarme desllgar 5e eXlstlr um excesso de flUido ao redor da ponta
da haste, pode-se levantar a haste ate desencosta-Ia da esponja e 0 alarme Ira
permanecer IIgado Por esta razao , sempre se aJusta a posll;:ao de contato
abalxando a haste Impactora, pOlS a superffcle de tensao do IfqUldo pode dar
resultados com base em falsa posl9ao da Ilnha de base. A haste entao e abalxada
novamente, suavemente, usando 0 botao de aJustefino, ate 0 alarme tocar de novo
Neste ponto, a haste Impactora deve ser levantada manualmente, de preferencla
usando a extremldade curta da haste de Ilga9ao, que sal da haste do potenclometro,
e aJusta-se0 segundo plnO(mals curto) na posl9ao de 25mm
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Do MENU PRINCIPAL dlglta-se <A> para AqUls,,;a.o (Acquire) Dlgltando
<F> muda-se 0 nome do arqulvo para "TEST" Dlglta-se <H> ate que a A/tura
(Helgth) se aJuste em 25 mm Dlglta-se <R> para atlvar a Rotma de detec9a.o de
/lbera9ao (Release Detection Routine) Ouve-se uma sequencia de sons Indlcando
que 0 programa esta pronto para monltorar a queda e aparece na tela uma
mensagem para IniClar Puxando 0 plno de hberagao, se a queda for bem sucedlda,
2 sons Irao tocar um produzldo pela calxa azul Indlcando 0 contato flslco e outro
produzldo pelo computador, smallzando 0 flm da aquisigao dos dados 0 programa
Ira entao perguntar se os dados deverao ser salvos no arqUivo pre-determlnado
Presslona-se <ENTER> para faze-Io 0 programa entao comeyara a anallsar os
novos dados
o pnmelro passo da analise serve para 0 computador determlnar a taxa de
amostragem 0 perfodo de amostragem (~ s /amostragem) e Inlclalmente calculado
e mostrado na Tabela 2
TABELA 2 - CALCULO DA TAXA DE AMOSTRAGEM
TIMING CALCULATIONS / File TEST
Number of samples
Clock penod
















Se a taxa de amostragem estlver dentro da falxa apropnada (9,5 a 10,5 ~
s/amostragem), a tabela Ira desaparecer automatlcamente ap6s dOls segundos Se
a taxa de amostragem nao estlver nesta falxa, a segulnte mensagem de alerta e
gerada







("Warning: tlmrng error - should be about 10J.lsee/sample ")
Neste caso , deve-se retornar mals tarde ao menu Novos Parametros de
Aqulsl<;:aoe aJustar a taxa de amostragem para fazer os valores ~ s /amostragem
estarem na falxa entre 9 5 - 10 5 ~ s A analise pode alnda proceder com uma taxa
de amostragem fora desta falxa, entretanto, 0 penodo total de amostragem Ira
depender da taxa utlilzada
A Tabela 3, parametros de calculo, Ira aparecer em segulda, ap6s dlgltar
ENTER Um exemplo desta tabela e mostrado a segulr
TABELA 3 - PARAMETROS DE CALCULO IMPTEST PARAMETER
CALCULATIONS
Impactor v7 a
Impact Height and Velocity Calculations
Variable Height (mm) VelOCity(m/sec)
Expected 25 221 -0 700
Actual 25 432 -0 700
Error -0 211 0 000
Error (%) 0 8 0 a
Se alguma varlavel (altura, velocldade, momenta do Impacto, ou curva do
Impacto) mostrar erros slgnlflcatlvos, soara um alerta sonoro, e uma das segUintes
mensagens de erro Ira aparecer
Mensagem de erro Condl<;:aode Erro
"Alerta: erro na ALTURA" a 5mm
"Alerta: erro na VELOCIDADE" 5%
"Alerta: erro no MOMENTO INICIAL" 5ms
"Alerta: posslvel erro na curva minima CS" 8ms > Impacto
Se esta etapa e completada com sucesso, 0 aparelho esta callbrado para
InIClara contusao no animal
o Impactor pOSSUIum manual que expllca com malores detalhes as
fun<;:6esdo software e a callbra<;:aodo aparelho, mas segumdo-se atentamente 0
que se descreveu aqul, nenhuma aJudaadlclonal e necessaria
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32 0 MANUSEIO DO ANIMAL
Os procedlmentos adotados em relac;:aoao animal seguem os propostos
pelo MASCIS, Multicenter Ammal Spmal Cord Injury Study, que engloba vanas
unlversldades amencanas, Inclufdos em protocolo especial Resume os
procedlmentos expenmentals e recomendac;:6esde cUldados com os animalS Alem
dlsto sac respeltados os pnnciplos etlcos da expenmentac;:ao animal e as normas
estabelecldas pelo Coleglo Brasllelro de Expenmentac;:ao Animal
Os expenmentos foram reallzados em ratos com Idade entre 75 a 80 dlas,
da rac;:aWhlstar, com peso de 300 a 400g para machos e de 200 a 300g para
femeas Machos e femeas foram estudados alternadamente Os ratos foram obtldos
uma semana antes do expenmento, para que pudessem ser aclimatados ao
amblente do laboratono Foram utllizados 300 ratos neste perfodo da pesqulsa, ate
que todos os testes, graflcos e parametros do software estlvessem corretos; apos
IStOser conseguldo, 30 animalS faram consecutlvamente submetldos a Impacc;:ao,e
suas avaliac;:6esc1fnlcae hlstologlca, e os graflcos correspondentes a sua Impacc;:ao
analisados para a avaliac;:aodo metodo
Para a lesao medular, os animals foram anesteslados com pentobarbital
Intrapentoneal (35-55mg/Kg para femeas e 55-75 mg/Kg para machos) A medula
fOI exposta por uma lamlnectomla no nfvel T9-T10, e contundlda com 0 Impactor
NYU cerca de 1 hora apos a Induc;:aoanesteslca ou apos 1 hora de uma dose
adlclonal de pentobarbital
Apos a lesao, os ratos foram colocados em uma galola com temperatura
controlada por 48 horas A bexiga parallsada fOI esvazlada par pressao manual a
cada 8 horas Os ratos foram sacnflcados em 48 horas para a reallzac;:ao dos
estudos hlstologlcos, com uma superdose de pentobarbital apllcada
Intrapentonealmente, sendo os animalS decapltados e exsangulnados A coluna
vertebral de C5 a L5 fOI removlda e congelada As medlc;:6es pnmanas dos
resultados Inclufam analises hlstologlcas em 48 horas, e escores OSU (Ohio State
Umverslty, escores de avaliac;:ao c1fnlca) em 48 horas Os dados das lesi5es
avallavam os parametros de contusao (dados pelo Impactor)
Os escores OSU expressam 0 Indlce Locomotor de Basso, Beattie e
Bresnahan do Laboratono de NeUrOClE3nCIaSda Unlversldade Estadual de OhiO,
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Estados Unldos (OSU - Ohio State University) Este fndlce e determlnado por
avallayao de dOls observadores apos 4 mlnutos de Inspeyao do rata Sao anotados
10 comportamentos envolvendo tronco, cauda, e membros postenores Sao eles.
1 - Movlmento dos membros postenores quadnl, Joelho e tornozelo,
2 - Poslyao do tronco lateral, media, propulsao com a cauda,
3 - Abdome achatado, paralelo ou elevado do plano,
4 - Poslyao das patas raspa 0 solo, apola, nao apola,
5 - Apolo das patas apolo dorsal ou plantar,
6 - Coordenayao membros antenores e postenores,
7 - Dedos Incldencla de Impulsoes,
8 - Poslyao predomlnante das patas rotayao e despegue da marcha,
9 - Instablildade do tronco Sim/Nao,
10 - Cauda movlmentos para clma e para baixo
Ele relaclona alnda estas observayoes aos movlmentos habltualS do rata
normal e anallsa a recuperayao do rata cronlco, e na expenmentayao aguda avalla a
parallsla total
Este planeJamento fOI segUido para todos os ratos do estudo Na tabela
abalxo esta 0 protocolo que Ilustra 0 tempo de curso dos procedlmentos durante as
pnmelras 48 horas
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TABELA 4 - PROTOCOLO PARA SEQUENCIA DE PROCEDIMENTOS NA
CONTUsAo MEDULAR
Pre-Iesao





Pesar os ratos no dla antenor a clrurgla Inlclar JeJum na
manha antes da clrurgla
Pesar 0 rato para obter 0 peso corporal pre-Iesao
Anestesla com pentobarbital Intrapentoneal (35-55mg/Kg
para as femeas, 55-75mg/Kg para os machos) baseado
neste peso Se a dose nao anesteslar 0 animal, nao
prossegulr (usar outro rata para 0 estudo) Tncatomla do
local da clrurgla Usar Povldlne@ para descontamlnar todos
os locals clrurglcos Manter condu;:6es asseptlcas para
todos os procedlmentos
Fazer a lamlnectomla com a rata em uma mesa aqueclda
AJustar 0 rata no Impactor
Fazer a contusao medular de acordo com 0 protocolo
Pos-Lesao
+ 5 mln Transfenr 0 rata do Impactor para a mesa aqueclda
+10 mln Suturar os musculos e pele
+ 15 mln Registrar a temperatura retal
+ 30 mln Transfenr a animal para a galola
+24 hrs Esvazlar a bexiga
+ 48 hrs Decapltar e exsangUinar a rata, retlrar a coluna de C5 a L5
e guardar em soluyao de formol a 10%
3 3 A CONTUsAo MEDULAR
A lamlnectomla fOI felta par uma Incisao dorsal na pele, exponda a caluna
da oltava vertebra toraclca (T8) a declma segunda vertebra toraclca(T12), afastando
os musculos paravertebrals foram expostas as vertebras T9 a T11, usando-se
coagulayao bipolar se necessano para controlar 0 sangramento
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As apoflses espmhosas de T1 0 e T9 foram ressecadas com um pequeno
Instrumento (saca-bocados) Partmdo da pon;:ao Infenor da lamina de T10 em
dlre9aO cranial, fOI removlda esta lamina e a metade distal de T9, cnando a abertura
para passar 0 Impactor, com pelo menos 0,2 mm de folga Este procedlmento era
felto com 0 usa de mlcroscoplO ou lupa com aumento de 4 5 vezes, devldo as
pequenas dlmens6es do campo clrurglco, 0 aumento e necessano para eVltar les6es
a duramclter A Figura 9 mostra a medula apos a lamlnectomla
FIGURA 9 - ASPECTO DA MEDULA (SETA) POS-LAMINECTOMIA EM T10
o rata ja lammectomlzado estava pronto para ser colocado no aparelho A
cabe9a Impactora fOI hmpa com alcool a 95% e secada com ar Utlhzando os clamps
da haste transversal da estrutura em "H" flxava-se T8 pela sua apoflse esplnhosa e
entao T11 tamMm Uma esponja era colocada como suporte sob 0 pelto do rata
para aJudar a apola-Io, como mostra a Figura 10
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FIGURA 10 - DETALHES DO APOIO DO RATO SOBRE UMA ESPONJA DURANTE
AIMPAC Ao
Verlflcava-se se a Impactor estava ahnhado vertical mente na mesa de
exames A hnha de base do Impactor era pnmelramente aJustada, a haste levantada
ate a posl(;ao apropnada, a computador preparado para a aqUlsl(;:ao de dados, e a
peso hberado
Para Inlclar as valores de aqulsl<;:ao, dlgltava-se <A> a partir do menu
pnnclpal para adqUlrir (AcqUIre) nova queda Certlflcava-se de que a nome do
arqUivo estlvesse correto Usava-se names com 2 au 3 dfgltos no final para uma
serle de animals Podla-se facllmente mudar as names subsequentemente usando
as fun<;oes Aumentar/DlmlnUir (Increment/Decrement) Dlgltava-se <H> ate que a
altura estlvesse aJustada no valor deseJado
A lamlnectomla e exposl<;ao clrurglca da medula eram feltas fora do
aparelho Colocava-se a plnO de seguran<;:a na posl<;ao zero e levantava-se a
Impactor a um nfvel mals alto Poslclonava-se a animal no aparelho usando as 2
gram pas para segurar as vertebras aClma e abalxo do local da lamlnectomla 0
animal devla estar suspenso com a t6rax encostando levemente na esponJa para
prevemr a deshzamento do corpo para frente Estando certo de que a cabe<;:a
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Impactora estlvesse bem aClma da medula, abalxava-se manualmente a haste
Impactora ate a posil;:ao do plno de seguranya Centrallzava-se a cabeya Impactora
sobre a medula usando os botoes hOrizontals e laterals dos manlpuladores Com a
cabec;:a na pOSlyaOzero, abalxava-se suavemente 0 Impactor usando 0 botao
mlcromanlpulador da altura ate que a cabec;:a Impactora estlvesse a alguns
milfmetros aClmada medula Verlflcava-se a largura da lamlnectomla para conflrmar
que havla suflclente espayo para a cabec;:a Impactora 0 espayo livre devla ser
dlretamente observado sob 0 mlcroscoplo 5e necessarlo alargava-se a
lamlnectomla
Com a cabeya Impactora 1 a 2 milimetros aClma da medula, 0 flo de
referencla vertebral era encostado no processo lateral vertebral . 0 flo, neste
momento, podia parecer estar em ma pOSlyaOate que a cabec;:aImpactora estlvesse
proxima da medula 5e necessarlo 0 flo era entortado com um porta-agulha ate tocar
no processo lateral vertebral quando a cabeya Impactora estlvesse centrada sobre a
medula
o aJuste mals apurado da Ilnha de base do Impactor era obtldo pelos
segUintes passos
• Preparo da superflcle de contato 0 clrculto detector de contato
necesslta de algum melo de conduc;:ao, a superficle medular devena estar
umedeclda,mas nao coberta, por uma soluc;:aosalina
• A cabeya Impactora era abalxada lentamente ate que tocasse na
medula e soasse 0 alarme, como demonstrado na Figura 11
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FIGURA 11- CAB EVA DA HASTE IMPACTORA (SETA) ENCOSTANDO NA
MEDULA PARA CALIBRAR 0 APARELHO, EM VERDE, A GARRA
QUE ESTABELECE 0 CIRCUITO (C) IDENTIFICA OS CLAMPS







• Levantava-se a cabeya Impactora ate que 0 alarme sllenclasse Nao
mals do que um movlmento de mllfmetros era necessano, dependendo
do total de flUidos e da superffcle de tensao na superffcle da medula
Se fosse substanclalmente mals do que alguns mllimetros, a superffcle
estana mUlto molhada ou algum outro problema se apresentana
• Novamente abalxava-se a cabeya usando 0 controle de manlpulayao
fma, parando quando 0 alarme tocava, determmando asslm a pOSlyaO
correta da Imha de base 0 Impactor devena estar repousando
levemente na medula 0 alarme podia parar de tocar Intermltentemente
devldo ao movlmento da medula pela resplrayao do animal
• Levantava-se a haste Impactora e colocava-se 0 pmo de hberayao na
pOSlyaOdeseJada 0 pmo de seguranya permanecla na pOSlyaO 0 plno
de seguranya prevenla que a cabeya Impactora atmglsse a medula (ou
produzisse uma lesao slgnlflcatlva) se as hastes deshzassem antes do
pmo de hberayao estar na pOSlyaO
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• Removla-se 0 plno de seguranga ap6s 0 plno de Ilberagao estar
seguramente na poslgao, cUldando para que nao enroscasse no flo
que conecta os doIS pinos e aCldentalmente puxasse 0 plno de
Ilberagao
• Preparava-se 0 computador dlgltando-se <R> para atlvar a rotlna de
Ilberagao Ouvla-se tres tons agudos que Indlcavam estar 0 programa
"armado", ou pronto para mOnltorar a queda
• Puxava-se 0 pino de Ilberagao e dOls sons em separado tocavam se a
queda obtlnha sucesso, um produzldo pelo alarme Indlcando contato
ffslco e outro produzldo pelo computador slnallzando 0 flm da aquisigao
dos dados
• Imedlatamente e manual mente levantava-se a haste e se Insenam os
pmos de seguranga e Ilberagao Este passo assegurava que 0 Impactor
nao flcasse apolado na medula Abnndo os grampos vertebrals,
removla-se 0 animal para a mesa aqueclda
• Fmalmente os dados eram salvos, com 0 programa perguntando se
devenam ser reglstrados no arqulvo pre-determmado . Presslonava-se
<ENTER> para salvar neste arqUlvo, ou qualquer outro caractere para
mudar 0 nome do arqUivo e salvar manual mente Os dados da queda
eram entao anallsados automatlcamente, as vanavels do Impacto
sendo mostradas, e os dados transformados em graflcos
34 METODOS PARA AVALlA~Ao DOS PROCEDIMENTOS
Para atender aos obJetlvos propostos nesta tese, IStO e, demonstrar a
POSSlbllldadede estabelecer um modele da fase aguda do trauma medular atraves
do aparelho Impactor e a padronlzagao do danG medular, foram reallzados tnnta
procedlmentos consecutlvos
Os dados obtldos nestes expenmentos foram examlnados separadamente,
buscando a comprovagao dos obJetlvos propostos Os tnnta expenmentos foram
anallsados com relagao ao funclonamento do Impactor e a lesao motora do animal,
vlnte foram envlados a analise hlstol6glca para estudo das alteragoes produzldas na
medula
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3 4 1 Metodo para avaliagao do funclonamento do aparelho Impactor
Foram estudados e comparados os graflcos ap6s cada Impacgao, visando
comparar os dados obtldos, com os Iimltes pre-estabelecldos pelo seu software
Foram analisados os valores correspondentes ao tempo e velocldade da haste
Impactora, desde a sua atlvagao ate 0 contato com a medula E Importante relembrar
que 0 aparelho e regulado para conflrmar de Imedlato a correta execugao do
expenmento, atraves de Indlcagoes automatlcas do erro cometldo Os expenmentos
que acusaram um erro fora da margem acelta pelo software, foram abandonados So
foram conslderados para a analise hlstol6glca os expenmentos que se mantlveram
dentro dos parametros aceltavels 0 computador reglstrou estes parametros, com
graflcos que foram Impressos e anexados ao protocolo de cada animal
3 4 2 Metodo para avallagao da lesao motora
Ap6s a contusao medular, os 30 animalS foram submetldos a analise da
parallsla produzlda, atraves do exame ffslco pelo escore OSU, Ja descnto Este
exame flSICOfOI reallzado ap6s 48 horas, pOlSesta e uma padronlzagao Internaclonal
para 0 estudo da fase aguda da lesao medular, permlte que se tenha certeza que a
parallsla fOI obtlda e nao houve recuperagao motora dentro deste prazo Os dados
deste exame foram Inclufdos no protocolo do animal
343 Metodo para avallagao da unlformldade da lesao produzlda na medula
Foram feltos estudos hlStologlcos avallando a presenga de hemorragla,
hlpoxla neuronal, morte neuronal e dano a substancla branca, em cortes senados
que Inclufam 0 centro da lesao Os cortes hiStol6glcos foram revisados por
examlnadores Independentes, que nao sablam 0 tempo de evolugao em que 0
animal havla sldo sacnflcado ou quais eram os animalS controle
Apos a remogao do tecldo medular do canal vertebral manualmente, com
o uso de uma pequena plnga sacabocado, reallzou-se a Inspegao macroscoplca do
tecldo medular Observou-se exatamente no local que recebeu a Impacgao, um
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tecldo necrotlco, cUJo centro tOI determlnado como area da les8.o A Figura 12
demonstra este aspecto A partir desta area, uma sec<;8.ode 4 cm (2 cm em sentldo
cranial e 2 cm em sentldo caudal) tOI separada para estudo hlstol6glco A
extremldade cranial tOI reparada com tlO clrurglco para posslbilltar a sua correta
Identlflca<;8.0 durante 0 manuselo
FIGURA 12 - MEDULA REMOVIDA DA COLUNA VERTEBRAL, ONDE A AREA
CONTUNDIDA APARECE COMO UMA DEPRESsAo APOS 48
HORAS DO TRAUMA (SETA), A PARTIR DO SEU CENTRO
FORAM REALIZADOS CORTES 2 CM EM SENTIDO CRANIAL E 2
CM EM SENTIDO CAUDAL
As sec<;oes obtldas a 2 cm cranial e caudal ao local do trauma toram
f1xadas em solu<;8.o tamponada de formaldefdo a 10%, submetldas a processador
automatlco de tecldos e Inclufdas em paraflna Para cada especlme, determlnou-se
uma area compreendlda entre 0,5 cm cranial e 0,5 cm caudal ao ponto central da
Impac<;8.o, portanto, uma area de 1 cm Dessa amostra toram obtldos cortes
hlstol6glcos senados de 5 micra de espessura, reallzados a Intervalos de 500 micra,
num total de 10 cortes Os 1,5cm proxlmals e dlstals restantes foram secclonados a
Intervalos de 0,5 cm, resultando em tres cortes de 5 micra de espessura para cada
area proximal e distal a zona contundlda, ou seJa, 6 cortes Os cortes resultantes,
em numero de 16 por animal, toram sucesslvamente dlspostos e onentados no
sentldo cn3nlo-caudal, permltlndo a avalla<;8.o de toda a magnitude e amplitude da
les8.o na area contundlda
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34 4 Metodo para avallar;:ao atraves da mlcroscopla optlca
Apos a devlda Identlflcar;:ao, os cortes foram corados pelos metodos de
hematoxllma-eoslna (HE) e luxol fast blue (LFB) para mlelma, combmado com cresll-
vloleta para neuronlos
De cada um dos 16 cortes hlstologlcos foram produzldas 2 lammas, sendo
16 coradas por HE e 16 coradas por LFB para cada especlme, foram 32 laminas
para os 24 animalS (20 do estudo e 4 controles) perfazendo 768 lammas para
analise Em cada uma das laminas, a medula fOI subdlvlda em nove areas ou
compartlmentos padrao, cmco delas correspondentes as colunas de substancla
branca (antenores dlrelta e esquerda, postero-Iaterals dlrelta e esquerda e posten or)
e quatro aos comos de substancla cmzenta (antenores dlrelto e esquerdo e
postenores dlrelto e esquerdo), conforme demonstrado na flgura13
FIGURA 13 - DIVISAO DA AREA DE CORTE EM 9 COMPARTIMENTOS, DE 1 A 4
NA SUBSTANCIA CINZENTA E DE 5 A 9 NA SUBSTANCIA BRANCA
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Em cada uma das nove areas ou compartlmentos padrao correspondentes a cada
corte, foram avaliados os quatro cntenos de lesao raqulmedular estabelecldos por
Black (1986)
12 - degenerac;:ao de substancla branca caractenzada por um espectro
vanado de les6es, Inlclando-se com edema e clstlflcac;:ao da substancla branca,
passando por desmlelinlzac;:ao e, flnalmente, por Inflltrac;:ao macrofaglca, necrose
cfstlca e deformac;:aomedular, les6es estas melhor avaliavels ao LFB,
2° - hemorragla traduzlda por Insudac;:ao de hemaclas na substancla
branca e/ou clnzenta,
32 - perda neuronal caractenzada como acelulandade, IStOe, aUSElnCla
de neuronlos com pencano e nucleos bem Indlvldualizavels a mlcroscopla optlca,
vacuollzac;:aogrosselra e Inflltrado Inflamatono na substancla clnzenta,
42 -lnJuna hlpoxlca neuronal demonstravel pela plcnose e retrac;:ao
nuclear e Intensa eoslnofllia do pencc'lrIo
Foram anotadas 13824 observac;:6esem HE (24 animalS x 16 laminas x 9
areas x 4 cntenos) e 1 920 em LFB (24 animalS x 16 laminas x 9 areas x 1 cnteno),
pOlS0 LFB fOI utllizado apenas para avallar 0 dano a substancla branca
Desta forma, foram feltas no total 15744 observac;:6es (HE mals LFB), as
quais foram reproduzldas e localizadas graflcamente em protocolo prop no, conforme
corte hlstologlco e area ou compartlmento padrao, e tabuladas em planllha eletronlca
Microsoft Excel 97 As Figuras 14 e 15 mostram 0 modele adotado para registrar as
observac;:6esapos a analise de cada corte
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FIGURA 15 - MODELO DO PROTOCOLO DE REGISTRO DAS OBSERVA<;:6ES
HISTOLOGICAS CADA FOLHA LEVA 0 NUMERO DE
IDENTIFICA<;:Ao DO ANIMAL EXAMINADO, ONDE ESTAo
REPRESENTADOS OS CORTES HISTOLOGICOS
Os cortes foram anallsados por dOls observadores patologlstas em
mlcroscoplo Olympus CBA 213, segUindo a onentayao proximal-distal prevlamente
estabeleclda A documentayao fotograflca mlcroscoplca fOI reallzada atraves de
mlcroscoplo OptlCOOlympus CH30
Na preparayao desta tese foram segUidas as segUintes normas
Normas para Referenclas Blbllograflcas (NBR 6023/00) da Assoclayao
Brasllelra de Normas Tecnlcas
Normas para Apresentayao de Trabalhos da Unlversldade Federal do
Parana (2000)
Nomina Anat6mlca Vetennana, 1983, e
Obedeceu-se aos pnnciplos etlcos do Coleglo Brasllelro de




Para procurar conflrmar se os obJetlvos propostos havlam sldo
alcanc;:ados, os resultados que foram anallsados reportam-se especlflcamente
- ao emprego do aparelho Impactor e do seu software
ao efelto produzldo no animal com respelto a func;:ao motora
ao estudo hlstol6glco da medula lesada
Apos 0 domlnlO do sistema foram reallzados expenmentos consecutlvoS,
e os dados obtldos foram anallsados conslderando separadamente
4 1 0 aparelho Impactor
4 2 0 software
43 A parallsla produzlda no animal
44 A lesao produzlda na medula
4 1 0 APARELHO IMPACTOR
A unlca forma de venflcar 0 correto funclonamento do Impactor fOI at raves
da analise da Interpretac;:ao dos graflcos obtldos ap6s cada um dos tnnta
expenmentos Todos estes graflcos foram conflrmados pelo software como dentro
das especlflcac;:6es para as quais 0 aparelho fOI regulado, e estao demonstrados no
anexo 1 Como os gratlcos sac expressao dos parametros de Impacc;:ao fornecldos
pelo software, foram anallsados Junto com 0 Item 4 2
4 2 0 SOFTWARE
Uma vez InlClado 0 processo, em todos os trmta casos consecutlvos nao
houve problemas com 0 sistema Os parametros mals Importantes, que dlzem
respelto a velocldade de queda do peso e ao tempo decorndo, estlmados e os realS,
sao mostrados no anexo 1 Nao houve necessldade de cancelar nenhuma das
expenenclas devldo ao funclonamento Inadequado do Impactor A exatldao dos
graflcos em relac;:aoa margem de erro permltlda pete sistema conflrmou a correc;:ao
do usa do aparelho Impactor e do seu software Apes 0 termlno da Impacc;:ao, 0
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software produzlu um graflco que demonstrou a deformldade produzlda pela queda
do peso sobre 0 animal Neste grclflco, ha a representay8.o de curvas
correspondentes a deformay8.o sofnda pela coluna 6ssea e pela medula quando
receberam 0 Impacto do peso, e a dlferenya entre as duas, 0 que representa 0
desvlo real sofndo pela medula Estas curvas est8.o demonstradas no anexo 1
Deve-se destacar aqul, que 0 software fOI elaborado com a funy8.o
especfflca de registrar erros cometldos ou aprovar as Impacyoes efetuadas 0
funclonamento dos dOIS, aparelho e software, e absolutamente Interllgado e e
reglstrado no computador apos cada operay8.o, produzlndo e Impnmlndo graflcos
quando sollcltado Portanto, 0 resultado quanta aos Itens 4 1 e 4 2 fOI obtldo de
forma Imedlata
A analise destes graflcos conflrmou a correta apilcay8.o do aparelho
Impactor e do seu software Para facliltar a Interpretay8.o dos resultados, eles foram
colocados lade a lado, cada um Identlflcado com 0 nome rat e 0 numero do
expenmento, de 1 a 30 (rat_1, rat_2, etc). A Figura 16 mostra 0 modelo deste
reglstro como sera apresentado no anexo 1
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FIGURA 16 - 0 GRAFICO DESCRITO NA FIGURA 7 E OS PARAMETROS DE
IMPAC<;Ao FORNECIDOS PELO SOFTWARE PARA CADA
EXPERIMENTO SERAo MOSTRADOS LADO A LADO NO ANEXO
1, PARA FACILITAR A IDENTIFICA<;Ao ENTRE ELES
"IT 1 ...,50 .... d..-op
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(relatIVe to baseline f t=O ms)
Vanable Sample MM Time (ms)
Baseline 6700 0005 67472
Drop start 1 24663 0 010
Impact 6700 -0 005 67 472
Cord_Rev 7538 4205 75911
VarCAev 7929' 273 79849
Crd-SurCR~ 7467 3667 75196
Compress on 3662
43 A PARALISIA DO ANIMAL
Impact H9Ight and VelOCity Calculallons
Varllable Height VelOCity TIme
(mm) (m1sec) (msec)
Expected 24 902 0700 71392
Actual 24 668 0670 67462
Error 0233 0030 3930
Error (<:10) 09 43 5505
Os ratos foram examlnados cllnlcamente, atraves de exame ffslco
segundo 0 escore OSU J<~ descnto, apes 48 horas da contusao medular Apes os
parametros de Impacc;ao serem reproduzldos, nenhum rata apresentou qualquer
grau de func;ao medular, ou seJa, todos apresentaram parallsla com pieta abalxo do
nfvel contundldo, Inclusive parallsla da bexiga Estes dados estao reglstrados no
anexo 2
44 A LESAo MEDULAR
A avallac;ao da lesao praduzlda na medula fOI felta atrav8s de estudos
hlstologlcos em 20 dos 30 animalS submetldos as Impacc6es consecutlvas Para
comparac;ao fOI cnado um grupo contrale de 4 animalS, que tlveram a medula
examlnada com 0 mesmo numero de cortes na mesma area, mas sem terem sofndo
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ImpaCy13.O,IStO fOI necessano para mostrar que a tecnlca de lamlnectomla nao
produzlu les13.ona medula que pudesse ser confundlda com 0 efelto da Impac<;:13.o
Todos os cntenos estabelecldos para avalla<;:13.ode les13.o medular -
hemorragla, hlpoxla neuronal, dano a substancla branca e perda neuronal - tlveram
sua express13.omaxima nos cortes hlstol6glcos de numero 8 a 12, correspondentes
a area central de Impac<;:13.oTals achados foram conslstentemente observados em
todos os grupos de animalS, exclulndo-se os do grupo controle
- Hemorragia
A hemorragla esteve presente pratlcamente ao longo de toda a extens13.o
da area central de ImpaCy13.o,em todos os especlmes examlnados, excetuando-se os
do grupo controle Observou-se, porem, malor numero de zonas ou compartlmentos
comprometldos, nos nfvels centrals de corte 8 a 12, cOlncldlndo com as areas de
malor perda neuronal e dano a substancla branca, resultando, graflcamente, numa
curva senolde Dentro dos cortes examlnados, houve malor e mals expresslvo
comprometlmento das zonas postenores da medula, submetldas dlretamente ao
Impacto, mas de forma Irregular no que se refere a sua Intensldade e 10callza<;:13.o
- Hipoxia neuronal
FOI observado um grande numero de neuronlos hlpOXICOS,de dlStnbuly13.o
aleatona e dlfusa dentro dos cornos antenores e postenores, em todos os nlvels de
corte, no grupo controle No grupo do estudo, apos 48 horas do trauma Ja havla
tamanha perda neuronal que n13.oeXlstlam neuromos para 0 estudo do grau de
hlpoxla A flgura 17 mostra estes dados
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FIGURA 17 - OBSERVA-SE QUE A IDENTIFICA~Ao DE NEURONIOS HIPOXICOS
NA AREA CENTRAL DA LESAo NAo OCORRE, PELO FATO DE
HAVER DESTRUI<;Ao COMPLETA DA ESTRUTURA NEURONAL A
MEDIDA QUE SE AFASTA DA AREA CENTRAL, AUMENTA
GRADUALMENTE 0 NUMERO DE ZONAS ONDE NEURONIOS
HIPOXICOS SAG IDENTIFICADOS
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- Dano a substancia branca
A apresentac;:ao do dano a substancla branca cOlncldlu em grau e
topografla com a hemorragla, apresentando-se em todos os grupos de animalS
estudados com um predomlnlo nas areas de corte proxlmals ao centro, e, dentro
destas, pnnclpalmente na coluna postenor Houve expressao maxima do dano a
substancla branca, com necrose clstlca, clrcundada por vanavel componente
Inflamat6no, desmlellnlzac;:ao acentuada e consequente deformac;:ao medular Isto
ocorreu de forma sistematica e com a mesma Intensldade em todos os animalS,
como esta demonstrado na flgura 18
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FIGURA 18 - 0 DANO A SUBSTANCIA BRANCA E MAIS IMPORTANTE NAS
REGIOES CENTRAlS DA MEDULA ESPINHAL, CAINDO
GRADUALMENTE NO SENTI DO CRANIAL E DE FORMA MAIS
BRUSCA NO SENTIDO CAUDAL
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- Perda neuronal
A perda neuronal pode ser Inversamente correlaclonada com 0 achado de
hlpoxla neuronal, manlfestando-se nos nfvels de corte em que nao foram
observados SlnalS de hlpoxla neuronal e nao tendo sldo Igualmente observada no
grupo controle Em adll;:ao, sua expressao maxima se deu pnnclpalmente na zona de
Impacyao, bem como nos nfvels sltuados cranlalmente a esta Houve slgnlflcatlva
sobreposlyao da perda neuronal com 0 achado de dlSrUpyao, desmlelinlzayao e
necrose cfstlca da substancla branca Estes dados estao reglstrados nos graflcos
mostrados nas flguras 19 e 20
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FIGURA 19 - NOTA-SE A PERDA NEURONAL MAxIMA NA ZONA CENTRAL DA
LESAO, E SUA REDUyAO GRADUAL NO SENTIDO CRANIAL
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FIGURA 20 - UNIFORMIDADE DA PERDA NEURONAL MAxIMA NA ZONA
CENTRAL DA LESAO (NiVEL DE CORTE 9) COM TOTAL AUSENCIA
DE NEURONIOS NESTE NfvEL











Os cortes que apresentaram slnals de lesao na sua malor Intensrdade
foram, em todos os animalS, os de 8 a 12, correspondentes a area central de
ImpaCc;:ao,mostrando que a Identlflcac;:aovisual da zona lesada e adequada para a
demarcac;:ao dos cortes hlstol6glcos Nestas areas a perda da arqultetura do tecldo
nervoso fOI marcante e similar, justlflcando a ausencla total de resposta motora dos
animalS avallados
Os resultados obtldos atraves destes estudos hlstologlcos comprovaram
uma lesao Identlca quanta a perda neuronal e danG a substancla branca nos cortes
centrals da medula, quando os mesmos parametros de Impacc;:aoforam utillzados A
hlpoxla e a hemorragla nao puderam ser determmantes na aflrmac;:ao de que as
les6es obedeclam a um padrao
As flguras a segulr mostram alguns dos dados obtldos pelo estudo
hlstol6glco, as fotos das laminas apresentam, sucesslvamente, com colorac;:6es em
hematoxillna-eosina ou luxol fast-blue, amostras do tecldo normal e pos-contusao
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FIGURAS 21 e 22 - ASPECTO DA SUBSTANCIA BRANCA NORMAL NAS
COLUNAS ANTERIORES
FIGURAS 23 e 24 - LESAo ACENTUADA DA SUBSTANCIA BRANCA, COM
NECROSE CfSTICA, INFILTRADO INFLAMATORIO E
ASPECTO FLOCULADO
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FIGURAS 25 e 26 - SUBSTANCIA CINZENTA NORMAL
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FIGURAS 27 e 28 - SUBSTANCIA CINZENTA COM PERDA NEURONAL E
HEMORRAGIA
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FIGURAS 29 e 30 - NEURONIO NORMAL
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Com a evolu<;:aodas pesquisas sobre lesoes medulares atlnglndo nfvels
que tornavam Imlnente a sua apllcagao na pratlca medica, ocorreram alguns
problemas que Impedlam a conflrmagao de resultados Como as estudos eram feltos
em animalS, surglu a necessldade de padronlzagao de um metoda capaz de
reproduzlr lesoes medulares semelhantes quanta ao volume de danG medular, au
area de necrose, a partir dar, as resultados terapeutlcos podenam ser comparados
ou reproduzldos, testando a sua eflcacla Estes metodos de comprovada preCISaO,
se lnstalados, alem de dlmlnUlr a numero de animals sacnflcados nos estudos,
permltlrlam a analise mals completa dos fenomenos envolvldos na prOdUl;:aOda
lesao e na sua reparagao, bem como da permanente reavallagao dos fatores
envolvldos no processo de clcatnzagao
As lesoes medulares expenmentals abertas, IStO e, com exposlgao da
medula, sac as que cnam as melhores condlgoes para estudo As lesoes fechadas,
produzem um sem numero de fraturas da vertebra atlnglda cUJosfragmentos alteram
o curso natural da lesao medular que se pretende estudar, Impedlndo anallses
hlstol6glcas mals detalhadas A medula exposta clrurglcamente, pode ser
secclonada ou contundlda A contusao reproduz com malor fldelldade as sltuagoes
reals provocadas por traumas que ocorrem com 0 ser humano, enquanto a secgao
pode Impllcar em alteragoes Ilquoncas que dlflcultam a sobrevlvencla do animal
Se a padronlzagao do metoda de contusao medular tornou-se uma
eVldente necessldade, e IStOe unanlme quando se consulta a Iiteratura sobre a
tema, nas publlcagoes atuals sac poucos as relatos especfflcos sobre detalhes
tecnlcos do metoda utllizado para produzlr a lesao, e as expllcagoes, quando
eXlstem, sac em geral breves
Os aparelhos produtores de lesao medular se dlvldem em estatlcos e
dlnamlcos Os aparelhos estatlcos Incluem pressao com balonete Inflavel, clipes (tlpO
para aneunsma), f6rceps, compressao progresslva, sendo de mals facil execugao e
custo menor Os aparelhos dlnamlcos, mals compllcados e caros, Incluem vanavels
as vezes dlflcels de serem superadas mas que uma vez domlnadas conseguem
reproduzlr com fldelldade a mesma lesao Dentre estes aparelhos dlnamlcos, se
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destaca a contusao medular par queda de um peso sabre a medula, "weIght-drop
techmque", como e conheclda esta tecnlca na IIteratura mundlal 0 aparelho utllizado
nesta tese pertence a esta categona
Em 1993, a Socledade Brasllelra de Patologla da Coluna Vertebral,
reallzou em Cuntlba a seu IV Congresso Naclonal A ASIA - Amencan Spinal Injury
Association, envlou alguns representantes a este Congresso, entre as quais a Dr
Wise Young, Clentlsta da Unlversldade de Nova York e Dlretor do Laboratono de
Neuroclenclas, a qual Ja havla sldo vlsltado pelo autar Nesta ocaslao a Dr, Young
dlvulgou expenenclas com a ultima versao, de Junho de 1993, do seu modelo de
Impactor para lesao medular Nesta e em outras Vlsltas ao Dr Young no seu
laboratono, observando as experlenclas por ele reallzadas, e que nasceu a Idela de
Implantar uma Iinha de pesquisa no Brasil baseado nos metodos la utillzados
o Dr Young e alnda, coordenador do "Multicenter Animal Spinal Cord
Injury Study - MASCIS " Estudo Multlcentnco de Lesoes Medulares em Animal, do
qual partlclpam laboratonos da segulntes unlversldades amencanas New York,
Ohio State, Flonda (Galnesvile), A I duPont Institute, Georgetown, California (San
FrancIsco), Washington, Miami e Yale Estes centros utillzam a mesmo modelo e
examlnam 1600 ratos anualmente, submetendo-os a 3 graus padronlzados de LMT
e apllcam dlversas medlcayoes em haranos regulares por 48 horas (fase aguda.
para estudos da flslopatologla) ou 6 semanas (fase cranlca, para estudos
terapeutlcos)
o aparelho que produz a contusao medular do MASCIS e 0 mesmo aqUi
utillzado, sendo construfdo especlalmente para nos e afendo em 07/03/97 , vem com
valores calculados especlflcamente para ele reglstrados no programa de computador
que 0 acompanha FOI onglnalmente desenvolvldo por John Gruner, PhD., do
Departamento de Farmacologla Expenmental da Cephalon Incorporation, Wise
Young, M D, PhD, entao dlretor do Laboratono de Neuroclenclas da New York
University ( NYU ) Medical Center e agora na Rutgers University, e par Carl Mason,
do Centro de Pesquisas e Engenhana da Reabilltayao da Veterans Administration,
com recursos onundos do Instltuto National de Saude dos Estados Unldos A
construyao e artesanal, par funclonanos da propna unlversldade e e chamado, Junto
com a Software, de "NYU Spinal Card Contusion System" - Sistema NYU de
Contusao Medular - par nos chamado de Impactor NYU au slmplesmente Impactor
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As modlflca~oes que foram sendo efetuadas com 0 seu use,
Incorporando eXlgenclase conquistas tecnologlcas, transformaram este Impactor em
um Instrumento soflstlcado e de altfsslma precisao Para Introduzl-lo em nosso melo,
e adapta-Io as nossas condl~oes de pesquisa clentfflca, procurando atlnglr 0 mesmo
padrao do laboratono onglnal foram encontradas algumas dlflculdades dlgnas de
men~ao
De Iniclo, pode-se destacar a Instalayao do software e 0 seu manuselo e
compreensao, embora preparado especlalmente para ele, a leltura de um manual
desta area por parte de mediCOSe sempre dlficil FOI necessano contar com a
colabora~ao de um engenhelro eletronlco com especlallza~ao em informatica para
que os pnmelros passos pudessem ser dados Desta forma pode-se acompanhar a
Instala~ao da placa no computador e reallzar os testes de funclonamento do
software, entendendo melhor suas caracteristlcas e funyoes Ao ser acoplado ao
aparelho Impactor, fOI tambem a presen~a deste tecnlco que tornou possivel a
afen~ao Inlclal e a leltura dos graflcos. Mas uma vez domlnados os processos de
aqulSlyaO e reglstro de dados, nao eXlstlram compllca~6es decorrentes da sua
utlllza~ao quando felta adequadamente
A pnnclpal dlflculdade esteve relaclonada com testes necessanos para
aJustaros parametros de altura, tempo e velocldade de forma a partlrmos sempre,
em cada expenmento, ou em sua reprodu~ao, de parametros Iguals Os passos
envolvendo 0 levantamento da haste e hberayao do peso foram os mals crUClalS 0
procedlmento e mUlto conflavel quando reallzado adequadamente Entretanto, ele
requer alguma pratlca e aderencla estnta aos passos descntos Nao se deve
desculdar das etapas recomendadas, alguns segundos extras de cUidados e
atengao podem salvar horas de desperdiclo com prepara~ao do animal
Mals de 50 especlmes foram utllizados ate que fosse obtldas a
reprodu~ao dos testes dentro destas eXlgenclas Como Ja fOI mencionado na
descngao do software, 0 computador e quem reglstra estes dados e alerta caso os
valores encontrados excedam a margem de erro, como a altura pode ser
estabeleclda ao Inlclar a expenencla, e e um Item que se pode escolher entre as tres
alturas para as quais 0 aparelho esta preparado, as vanayoes ocornam sempre com
a velocldade e 0 tempo de queda do peso 0 tempo decorndo entre 0 Iniclo da
queda e 0 Impacto depende da velocldade com que ele cal, fazendo com que a
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velocldade seJa 0 fator mals Importante de erro Justamente ai, resldlu 0 erro mals
comum que Inutllizou grande parte dos testes, ate que se percebesse que qualquer
aumento do atnto entre 0 peso e a haste alterava esta velocldade, a Ilmpeza da
haste de desllzamento com alcool antes ou ap6s cada teste cornglu este problema,
mas 0 numero de ratos utllizados para que IStOfosse percebldo fOI sem duvlda um
exagero A cada teste, portanto, era preciso desmontar a haste para remover
pequenos reslduos, especial mente de sangue, que podenam por a perder todo 0
preparo do animal a ser testado, como aconteceu ate entflO
Outra dlflculdade encontrada fOI na manutenc;:ao da altura do animal no
aparelho, antes de receber 0 Impacto Sabla-se que devla estar a 8 centfmetros da
base e flxado pelas garras presas nas ap6flses esplnhosas, estas, nos animalS
menores, sac fragels e se romplam com facilidade Alem dISSO,ao receber 0
Impacto, havla uma curvatura produzlda na coluna, que se deformava mUlto se 0
animal cedla exageradamente ao peso ou se desprendla das garras de flxac;:ao,0
melhor apolo encontrado fOIum bloco de espuma densa sob 0 t6rax
Com a pratlCa, prender os grampos vertebrals e os 10 Itens do
procedlmento do Impacto levavam cerca de 5 mlnutos A lamlnectomla devla ser
felta fora do aparelho (em uma mesa aqueclda) EVltava-se machucar os locals
usados para 0 grampeamento vertebral Uma vez que 0 tempo e tao curto, 0 animal
e a medula nao esfnavam Por ISSO,nenhum dlSpOSltlVOde aqueclmento era
necessano no pr6pno aparelho
Os procedlmentos que envolveram 0 manuselo do rata nao apresentaram
problemas dlferentes do que se costuma encontrar com este tlpO de animal, sendo a
lesao medular uma agressao extrema, alguns especlmes morreram nos
expenmentos InlClalS Nos ultlmos testes, 0 tempo total de anestesla, exposlc;:aoda
medula, transferencla para 0 aparelho, Impacc;:aoe sutura, para cada animal, fOI de
20 mlnutos, abrevlando a manlpulac;:aodo animal, e certamente colaborando para a
balxa mortalidade na fase final dos testes A partlclpac;:ao de cinco pessoas
Interessadas neste modelo, que foram adqulnndo expenencla com 0 numero
crescente de casos, fOI fundamental para que estes resultados fossem conseguldos,
tambem a habllidade no manuselo dos pequenos Instrumentos para a lamlnectomla,
facilltada pelo usa do mlcroscoplo, fOI Importante neste sentldo Com a malor rapldez
no preparo do animal, fOIposslvel trabalhar em sene, IStOe, um asslstente fazendo a
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pesagem, a anestesla e a tncotomla, outro procedendo ao ate clrurglco, e um
tercelro adaptando 0 rata ao aparelho e efetuando a Impacc;:ao Esta Iinha de
produc;:ao mostrou-se extremamente Interessante para 0 planeJamento da atlvldade
no laboratono, pode-se preyer quantos animals e quanta tempo levarla para
completar os testes programados para determlnado dla Levando em conta que e
necessano 0 exame da medula lesada apos 48 horas, para permltlr a ocorrenCia dos
fenomenos secundanos pos-traumatlcos, 0 planeJamento aClma cltado nos permltlu
programar 0 retorno ao laboratono para 0 sacnffclo do animal em um horano
estabelecldo anteclpadamente para cada especlme Algumas surpresas ocorreram
no InICIOdos testes, com obltos provocados por doses anesteslcas eqUivocadas e
obltos dentro das 48 horas, como nao se repetlram no decorrer do trabalho,
conslderou-se que a melhor qualidade do procedlmento fOI0 fator que proplcloU
a soluc;:aopara este problema
No que dlz respelto ao sacnflCIO do animal e a extrac;:aoda medula, 0
protocolo pode ser seguldo sem compllcac;:6es, bem como quanta ao
acondlClonamento e congelamento da pec;:a Mas quando se dec,d,u envlar algumas
amostras para a Laboratono da Unlversldade Rutgers (New Jersey, USA), 0 seu
transporte transformou-se numa epopela Em pnmelro lugar pela recusa das
companhlas transportadoras em envlar matenal pereclvel, e em segundo porque
quem concordou em transportar nao 0 fez em prazo habli, delxando a matenal
descongelar e entrar em decomposlc;:ao, chegando ao destlno em estado de
putrefac;:ao Mesmo com acondlclonamento adequado, congelac;:ao mantlda com
gelo seco em reclplente apropnado, nao fOIposslvel agllizar a transporte A soluc;:ao
encontrada fOI reunlr um certo numero de especlmes e encamlnhar em maos,
atraves de um dos membros da equlpe envolvlda no trabalho Estes pnmelros
especlmes e softwares examlnados trouxeram vallosas Informac;:6espara apnmorar
a tecnlca empregada e a certeza de que se tnlhava 0 camlnho certo, foram de
Inestlmavel aJuda para apnmorar 0 trelnamento de quatro membros da eqUipe
envolvldos com a pesqulsa, que reallzaram estaglo nos laboratonos da New York
Unlversltye da Rutgers University
Como JafOIcomentado antenormente, havla a necessldade de saber se 0
metodo de produc;:aode lesao medular utllizado, uma vez bem aJustado, sena capaz
de produzlr uma padronlzac;:ao,sem a qual as futuras pesquisas sobre formas de
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tratamento flcarlam prejudlcadas Para ter certeza de que as medulas lesadas
apresentavam uma unlformldade quanto ao grau de lesao sofndo, sena necessano
um estudo hlStologlco da area lesada Como nao eXlstla, em nosso melO, nenhuma
metodologla dlsponlvel ou conheclda para esta flnalldade, buscou-se na Iiteratura e
na eXpenElnClade outros centros, uma metodologla apllcavel ao nosso objetlvo.
Decldlu-se utlllzar 0 metodo de avallar;:ao hlstologlca quantitativa proposto por Black
e colaboradores, por Ja ter sldo apllcado em estudos de animalS submetldos a
contusao medular por Impactores semelhantes ao do autor Mas IStOImpllcou na
motlvar;:aode um grupo de patologlstas que preclsaram, por sua vez, desenvolver e
adaptar uma tecnologla para consegulr reallzar a analise hlstologlca A necessldade
de ter um outro grupo de trabalho envolvldo, trouxe tambem as dlflculdades naturals
de conJugar horanos e esfon;:os, prolongando 0 tempo deste estudo Por outro lado,
cnou 0 Interesse nos patologlstas dos Departamentos de Patologla do Hospital das
Cltnlcas da Unlversldade Federal do Parana e da Pontlficla Unlversldade Catollca do
Parana por esta Ilnha de pesqUisa Isto Ja resultou na produr;:aode trabalhos para a
area da patologla dlvulgando esta forma de analise hlstologlca, que tambem fOI
Introduzlda em nosso melo como um desdobramento desta tese
A confecr;:aodas laminas a partir dos cortes segulu 0 metodo habitual, e a
escolha dos corantes hematoxillna-eosina (HE) e luxol fast blue (LFB) teve razoes
tecnlcas, segundo Luna, do Instltuto de Patologla das Forr;:asArmadas Amencanas
A colorar;:ao por HE e relatlvamente simples e factlmente reprodutfvel, da qual se
obtem nucleos corados em azul, com algum grau de metacromasla, e cltoplasma em
vanas nuances de vermelho, permltlndo a Identlflcar;:ao dos dlferentes componentes
tlssulares A tecnlca de LFB e 0 metodo hlstoqufmlco de escolha para a
demonstrar;:aode mlellna, baseando-se na forte aflnldade do corante ftaloclanlna de
cobre por fosfollpfdes e colina, corando a substancla branca em azul
Foram reallzadas e anotadas 15744 observar;:oes a partir das laminas
obtldas apos 0 sacnflclo de 20 dos 30 animalS, 0 motlvo de nao se reallzar estes
estudos hlStologlcos nos 10 animalS restantes fOI pelo aumento espantoso de
trabalho que IStOacarretana para 0 laboratono de patologla e tambem porque os 20
pnmelros resultados foram conslderados suflclentes para a conflrmar;:ao que se
buscava Estas anallses representaram um conslderavel esforr;:o para os
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patologlstas, mas ofereceram os elementos necessarlos para comprovar a
padronlzagao da lesao medular ap6s a Impacgao, obJetlvo principal do autor
Desta amllise hlstol6glca percebeu-se que os doIS parametros mals
Importantes para determlnar a padronlzagao da lesao foram a perda neuronal e 0
dano a substancla branca, na area da Impacgao A sua presenga de manelra
unlforme constltUlu-se no mals Importante dado para a comprovagao da
conflabilidade e da sua reprodutlbilidade, VIStO que dlversos pesqUisadores
produzlram as Impacgoes ou estlveram envolvldos em alguma de suas etapas, sem
que a analise hlstol6glca fosse por ISSOalterada A hemorragla e a hlpoxla nao
puderam ser utllizadas como elementos concluslvos A hlpoxla neuronal, em estudos
paralelos desenvolvldos, fOI Importante para determlnar 0 agravamento da lesao ao
Iongo das horas p6s-trauma, mas como 0 obJetlvo era estudar as alteragoes nas 48
horas, Ja nao havla neuronlos VlavelSonde este crlterlo pudesse ser utllizado A sua
presenga no grupo controle pode ser atrlbulda a manlpulagao necessaria para 0
sacrlficlo (Infusao Intraventricular de solugao de formaldefdo) A hemorragla, embora
presente, nao 0 era de forma Sistematica, sendo a sua presenga bastante Irregular
quanto a Intensldade e locallzagao nas 9 zonas estudadas, Impedlndo 0 seu
emprego para comprovar uma padronlzagao
a que mals chamou a atengao nestas avallagoes hlstologlcas fOI 0 fato
de poder-se verlflcar a progressao da lesao pos-trauma, IStOe, a contlnuldade do
processo secundarlo de degeneragao neuronal Embora esta alteragao fosse
conheclda, reproduzl-la nos experlmentos enfatlzou para a equlpe envolvlda, a
necessldade do desenvolvlmento de pesquisas que possam produzlr medlcamentos
para conter ou eVltar este dano neurol6glco secundarlo
Tambem merece cltagao 0 fato de observar-se, ao segulr a
recomendagao do protocolo de exame visceral ao sacrlflcar 0 rato, a eXlstencla de
hematuria em todos os animalS Como fOI mencionado antes, 0 rata parallsado nao
consegula Urlnar, sendo necessarlo comprlmlr a bexiga durante 0 prazo de 48 horas
ate sacrlflca-Io Apesar das compllcagoes urlnarlas serem bastante comuns no
lesado medular e a sua prevengao fazer parte da rotlna, nao delxou de surpreender
a frequencla e a precocldade deste envolvlmento nos animalS, 0 que motlvou a fazer
um estudo slmultaneo sobre esta compllcagao Certamente quando for Inlclada, ap6s
a aprovagao deste modelo, a fase de pesquisas de tratamentos medulares, 0 que
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Implica em manter 0 animal VIVOpor tnnta dlas p6s-lesao, a Infec~ao unnana tera
que ser combatlda de Inlclo com 0 usa de antlblotlcoterapla apropnada
Inumeras outras observa~6es foram feltas durante a reallza~ao destes
expenmentos, como a hlpotermla pos-contusao, altera~6es no tegumento,
progressao do danG neuronal ao Iongo das 8 pnmelras horas, que fogem do obJetlvo
final desta tese e nao devem ser aqui dlscutldas, mas cabe a sua men~ao porque
deram ongem ao desenvolvrmento de outros estudos que estao sendo publ1cadosou
apresentados em congressos
Na atual fase de desenvolvlmento desta I1nhade pesqulsa, pode-se dlzer
que nao ha mals nenhuma dlflculdade em produzlr e reproduzlr, atraves deste
metodo, les6es medulares traumatlcas de Igual Intensldade, a padronlza~ao da
lesao e a estandardlza~ao do metodo permltlram cnar uma Iinha de pesqUisa de
ampla utlllza~ao tanto na area de lesao medular como na do estudo das
compllcac;:6es assocladas que ocorrem frequentemente em outros 6rgaos Na
pratlca, IStOresultou na funda~ao de um Laborat6no de Estudos de Lesao Medular e
Trauma Expenmental no Hospital Unlversltano CaJuru, da Pontiff cia Unlversldade
Cat611cado Parana, onde estao sendo estudados todos os fatores envolvldos na




Ao termlnar esta pesqulsa, 0 autor pode conclulr que
1 FOIposslvellmplantar uma tecnologla de ponta, nao eXlstente em nosso
melO, para a Instala9ao de um modele de produ9ao de lesao medular
traumatlca em pequenos animalS, atraves da contusao por Impac9ao
2 ConsegUlu-se produzlr lesoes padronlzadas, que mostraram altera90es
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------~- 2 255~~ Compresslon~,--
\
~
ImpaLe. Helghl and Veloclty Calculat lonsI~~
LIeIOC <l
"--o.~7'l _r Varlable Helght Veloclt} 'flue
, " w w ~ 00 ~ ~ ., ., 100 " Imml lm/s""cl !ms<>c)
..ouon. " '1l1O'~ " "'" ,001". , 1.)". , TimE' ( ns) E>..-p8cted 2. 902 0 700 71 392
Actual 25 1,2 0 6 5 75 664
Error 0 230 0 025 , 272
Error I'} 0 9 3 , 5 984
r"':lorHl u...- .. t.r.)KRT 1. 250 mo drop c....ds.....l...:-- v...10<: y RAT_16 PARAMETER CALCULATIONS Impact.or v7 0
"'~,
Baslc :!:ilpact Pa ....arn""t ....rs
{relat1ve to ha~ellne I t-O m,}~,
~'" "an,abl~ Samplo t1t1 Tlm'" ill"'" Basp! ne 6532 0 005 ,5 71','\eLght L!I Drop Eitart 1 24 663 0 010
(mm) \
"'\ Impact 6613 0 577 ,6 529Cord_Rev 6955 2 200 59 970eloc w(m,.'s) Ver-t_Rev 1022 0 203 10 544
-\ crd Surf -Rev 6955 2 035 ,9 970, ~~-~ Compress.l.on 1 458- \~,-'" ~ Impact Helght and Volo'-u:y ralculatlons~0 I~~~, \ / --- Varlabl .. HAl.ghc Vp-IOC1CY Tlm,o.-o.~v ..... , I~I (m/nec) (msec), " N ~ " " " 0 ., ., 1~-. ". UllO(>"" CPlrnOli en"". , LJ ",td Time (ms) 8xppcted 24 902 0 700 71 392
Actual 25 240 0 700 66 519
81ror 0 338 0 000 , 873
Error 1'1 1 4 0 1 5 826
80
A I 17 250 mm drop
loc;re <>" '" v...- ~tor. h
Cor d Suo f .....~ ... 10<: ~ RAT 11 PARAMETER CALCOLATIONS Impactor- - 0
BiiI~lC Imparc Parameters
Impa ...t H"'lg'1t and V,.,.loc.lt.lC ...lculdtlors
varlable Helght Veloclty Tlme
( un) (m/sec.) (rn3ec)
E>..-pected 2. 902 700 71 ,92
Actual 25 390 666 75 990
Error 0 488 0 034 59B





" " '" " "
I>fJ$.CSI .. Ho.p..o::l " (n",. , Ll1.-.. ,
varlabloO> ScI..'Tlple ,I<
Bas ...llnp 755? 005
Drop start 53 24 972
Impc<ct 7614 418
Cord R"'v 8015 1 960
varc Pev 9S8? 253


















Impdc.t. Helgnt a.nd Veloclty Calculatlon~
Impactor '17 0
BaSle Impact ?arame~ars
lJar1-ablE. H"1-ght V""locl.tf Tlffie
I~I 'm ee) (msec)
Ew""ct.:od " 902 700 71 392
Actueo.l 25 075 0 672 67 807
Error 0 173 02B 585
l:."-ror '" 0 7 4 0 022
[relatlva to bas<>llnD. I t 0 mal
RAT_1S PARAMETER CALCULATIONS
"arlable Sample 1<1< Tlmi! ('TIs)
Basellne 6680 0 005 67 20'
Drop l;>tart 24 60J 0 010
Impact 67401 '" 51 817
Cord_Pev 7151 1 880 71 942
lJert._R€''I. 7907 085 7' 547
crd SurE_Rev 7151 842 71 942
compresslon 4,0
25 0 '1m dropPI
-~" U.'t"...tU
" I
19 25 0 rnn drop Cores ......K. -,~
~+-----..
1 ~"~ ",,










, , ~ w .. 00 '" " '" ., ,~<>n:i'"(5').- ,,~ , M~ 0"0. C Ulr\& C T m, (ms}
RAT 19 PARAMETER CALCULATIONS Impactor v7 0
Ba",lc Impart P<>.>'"arne ere
lrelatlv8 to bar:ellne I t 0 m I
Varlanle S.ample "" Tlme (ms)
l3aseli'1/il 7289 003 73 256
Drop st.art 62 24 93. 623
Impact 7356 458 73 930
Cord Rev "'757 200 77 960
V.?In:: ,OV 9259 195 93 055
Crct S lrf Pev ~755 105 T 940
Compresslon 647
Impac[ H"l ght al'd V""lOClty Calculations
\arlable Hp\ght- .JelocHY 'TimE'
,~) Im/~ec) (msac)
Ex-p€'cted .4 902 700 71 ,92
.....ceual '5 '97 675 73 307
ErrOl 0 495 0 025 914
Error '" 2 0 3 6 681
81
"~ Var~able !-eight Jeloc.u.y Time
Imml m/sec) (ms<?c)
Expected 24 907 700 71 392
......ctual 25 040 0 675 70 825
Frear DB 025 557
Er""'or I') 0 0 3 6 794
AT 20 250 rnr drop
1~ ... I1\ .. ""..~I-
Cord s..rf~. \ .. oc ~ RAT 20 PARAMETER CALCULATIONS Impac ....or ,7 0
Ba~ac Imuact Parameters
lrelatlv'" to b.,selll1'" I t 0 m.
Varlanls Sd.!t\ple "" Tlme lms)
Baselln'" 033 0 003 70 755
Drop start 24 982 010
Impo'lct 7041 058 70 835
Cord_Re" 75':>5 , 602 76 006
Vert. .e, 902- L7 90 815
Crd Surf Rev 7555 557 76 006
Compr€'ss~on " 498
Impact H.nght apd V»lnC.HY Calcu atiol"s
1""'0-1-> \I............
~ .... T 71 2'.) 0 111'"1 0 op ro-"s...-I ... ..........
~~ I
1 "-
~l ,, "1 "J "-H--lq, "(hllll) 1
1 "-\~~IDC lC~(m.ls) I IJ -- -\J~- ------
~. ~~~ ,/,~~~
, " ~ " ., '" '" " .. ~
>pl<lf'lS' ($}ur (l)..:>~ (O)lnt>.,/'! (f)",. d (~) IW d TLlllE' (ms)
RAT_21 PARAMETER CALCULATIONS Irr::actor '7 0
Bas ...c Imp ...c ....?ararreters
(P,l ..tlY':>'<0 bas,:>.llng I <_0 ms)
v ..rl ..ble Sample MM 'i' me (m'-)
Bas!;' ico 6842 00> 68 833
Drop s ...ar .... 2_ 00' 010
-mpact 6816- 0 >,> " 175
Cord F..e\. 1279 120 73 221::
V"'rt_F""Y 1545 .:>02 75 '0'
Crd ~\..r" Rp, 121Q 392 73 2"
Compression 1 060
Impact H"'lght and Velocl ....~ calculat ...ons
Varlablp hPlght. Vi"lOClt.y T~mi"
lmml (m/sec) (mf:lQc)
Expected 2' 902 700 71 392
Actudl 2' 895 667 69 165
E .....lor 00" 03' 227
E"ror '" 0 0 4 , 120
82
fiT ??
[~ .... II! ~...".~,.
C(II"d ,..... "". ~t,... IY
I
'~
RAT_4:l PARAMETER CALCULATIONS Irruactor ",7 0
BaSlC Impact. Para.'1\eters
(r ...la ....l p _0 b;:HHi,llnp I < 0 ms'
Va .....lable Sample Mh l"-ffi'" (ms)
Bas€>lln;:o 7004 00; 70 53'
Drop swart. 2' 322 010
Impact. 7018 093 70 675
C'ord_R ..v 7508 350 75 609
..rQrt._Re 7707 230 77 613
crd Surf _~ey 7508 160 75 60'
COlW)rE'!SSlOn 2 052
lrr.pact. -1Plght and VE'IOCl ) CalCllatlons
vat lable Helght v"'loc .......y Tllne
I""'" (-n/s€'cl (ms"'"cl
EX);l2CL"d 24 902 0 700 71 ]92
Actual 2. 920 666 70 665
Error 01S 035 728
ErrOl '" 0 1 ., 1 019
83
t.., .. ",,,, 1.10' ..... 1<0", 23 250 !II!!' drop C""'d~"'-' .~ 0 RAT_;l3 PARAMETER CALCULATIONS ~mpactor v7 0
'~
BdS1-C lmoooc:t Par<iITleters
(>'"A!atlv;o '0 b""se-lln ... I [=0 mol
"j "'-'" ,Jar table Sample MM Tlme (ms)Basoll.n'" 70.,9 0 003 71 117
E' qhl lrij , Drop start 1 24 902 0 010
(mM)
'\ Imp",c[ 7088 0 133 -, 308JeLClc oj Cord_Rev 7'63 1 800 75 080(M/S) j Vert_Rev ~ll65 0 287 77 113
,J ~-- \ c""d surf -R"v 74Q3 1 580 75 080j ~- Comprasslon 1 447--~J"
~~1)""---'-;;:' Impact. Helg~L and VelocLl:'y CulculCltlons~"'l 0<:1 J ~--=------
~6lr' .. ~ Varlable Helght Veloc ...ty Time
0 " '" E '" W ~ ro 00 00 , Imml (m/sl'Oc) (ms""cl
~ o~ (5). ( ..,.c " 00 (f)",", d ~~, TlmE' (m~) FJ\."Per t.ed 24 902 0 700 -, 392
Actual 25 115 0 682 71 298
Error o 213 0 0,8 0 094
Error '" o 9 2 6 0 13'
250 mm drop
1--.. Ot 1<1 II.. ..b. fl




(r~lat ...ve to basellnO I ~ 0 ms)
Jarlable ~ampl", MM Tlm"" (IDS)
Bas"'lloe 6749 0 005 07 966
Dro'::l start 24 603 010
Imp.ct 674B 002 956
Cord_Rev 7123 1 480 71 7,2
VerT Rav 7442 0 '63 4 945
C,d Surf -Pcv 7D3 "7 1 7,2
CorrpreSSl.on 268
Impact H~lgh; a~d Vi:!oc<ty Calcul~tl0ns
vaI-'-clble Helght Veloclt}- Tlme
[mml (m/s<>cf 1msBc)
E..,'{'[]ected 24 902 700 71 392
Actual 24 662 6d 67 946
Error 240 028 44-
Erlor '" 1 0 3 9 4 828





E'lght 'J "(111m) ,,
\J"'loc ,1(I1I/S) , -~ ~ \-~- -~~ r-----:-5---, --,,~
IJeolOCIl.j ,V-0.665",""
, " '" ~ " " " , " '" ,
'" Qf1S l$ ... 1"l>'C1 , "~ rCll'"1 d (Lj"... d T m' (ms)
RAT -2S PARAMETER CALCULATIONS Imp",ctor v7 a
Ba~nc Impact. Plramc"t.i?rs
(ro:>latl-v<=>to bas<>llne t a
Varl-abloa Sampla "" Tl-m ..... (lns)
B<J~elln2 o7B? 003 68 161
D10p s ...art 24 '22 010
Impact 0824 29:2 68 58,
cord ReV' 7j62 9:22 7J 990
VerL -Rev 7027 288 76 053
cd Sulf Fe' 7j60 680 73 °70
Compressl-Ot' 388
Tlt'pacc H"lght and V.. loclt.y CalcuAaL.lOnS
Jarl-abl" Helght ....eloclty Tlme
1=1 (m/sec (msRc)
E>..";;'ectec 24 902 700 n 392
Actual 25 113 685 " 57,
Et lOt a 217 0 016 819
Error 1%1 a 9 2 3 919
84
JIIfl-£U H Uo>r •• t.J.H RAT ,. PARAMETER CALCULATIONS Impactor v7 0"' 20 250 " d"o:J Co<dSllf.oc • .. 10-.. y
BaSle Impact Pa .....am€' ers
"
~~
(relat-1ve Lo basellne I t_O rn,j
Varlable Sample. '" Tllne (ms)"
~"
B,n;",llPP 7349 a 005 73 934
D10p staLt 110 24 790 1 107
21qht 5
(mm) ,
I"'Ipact 7375 0 185 74 195,,,, Cord Rev '13 3 002 79 65S-
J~loc:
,
(m/s) Vert _Fe ... 8206 0 288 22 555
Crd Surf Rov 915 2 775 79 628, --'- - Compl eSSlon , 590-~ ~
,~----- -.-c;:.
lo.p;o...\
\~~ Imp<'lt't HEnght and velOClty CaleU1al:lOnS~IOC:I"-o..~1V$ ~ VarAa,bl .. He.l.gh ... velm ..lly Time, " '" ~ " M " " " """~ ~S>l~ <lllj.c (",)11\00 irorl d <Ui",,!e TIme' (trs) (ml'll) (m/sE<cl (msec)
E}-,.-pocted 24 902 0 700 71 392
ACl:ual 24 980 0 685 73 03'
Error 0 078 0 0 5 1 696
Error '" a 3 2 , , 376
•
8')
..,..,,,... .. ~.,. .".., H RAT_27 PARAMETER CALCOLAT10NS Impactor v7 0'R1 2 25 0 trim drop ~aS>...-K" ,~ .
BaS1-C Impact P~rarneters:j~ (reI", u. '0 b..s€'_ ....ne / , 0 mSIVarlabl2 Sample HI.f Tirol" (ms)
, ,
j "- Bdse I1-ne 6813 o 005 6B 54'"-
~elQh I!> "'-, Drop start 1 '4 063 0 010
(1l\1ll)
~'\ Impacc 6848 0 >43 .s 893Ioj Cord_Reo ... 7363 2 84' 74 07<tJeloc(11'1/.5) I Vert_Re 7643 C 277 76 8911 -" crd SurF -"AV 7363 -, 61' 74 074
-------- ----- Compr~ss1-on 2 375J ___ - ~oJ Impact. HaIght and I/e1ocJ.ty 'o.lcUlatlO'"'l.S
j \~~~ I~ varlabl'"J O~.\I2 ... Helgtl VetOClL} T ml;l
, , ID ~ " ~ w ~ ~ ~ , (rr'\'ll (miSE-C) (msec)
~-- ~- - P) "ou1 not .. 0 D_ o 1 M' (1T\5) E},.'P9c t ed 24 902 0 700 71 392
A'- ..ual 24 '07 0 ,82 68 883
Error 0 005 0 018 2 509
Error ," o 0 2 6 3 514
Jar ~ablc I-<Hght Veloclt.y T~me
{mIDI (m/s"'c) (ms"'c~
::xpacted 24 902 -00 71 39'
'"
Tlme (ms) Actual '4 '" 584 68 199
Error 090 016 193
::rror "I a 4 2 3 472
~Ai 28 250 trim drop
~""H' V~r~ .... H'
Cord Surl..: ...... OL V RAT 20 PARAKETii:R CALCULATIONS Imi-a<...tor v7 0
3.asJ.C IMpact Parameters
(reiatl-ve '0 baseline I '_0 ms)
variable Sampl ... MM T ....me (msi
3.asellna 67<;6 003 67 9GB
Drop start 2< 822 010
Impacl: 6780 1-0 68 209
Cord_Rev 7306 632 73 501
Vert 8.v 7534 205 75 795
Crd Surf _Rev 7305 , 050 73 491
COffi];n"'ss ...on 2 no
Impact l~~ght and V~locltJ calc;:ulat~ons
•
PA llOC>K~ .. C"ff .. :;.<~ ...29 21:: 0 hUrl drop I:.ord""'ao:. ,
,,' I~~
"J "- I






,1 _ -- {j ----~-------- ~'r
~ .k7;;' ) /'1--G.686 ... ~
, " ~ " ., '"
.., ~ '" ~ ,~ 00. ,~~(J~oCl ~~I f\ "'" n•• , (~ ''''' , TUlIt." (liS)
RAT_H PARAMETER CALCULATIONS Impact.or v7 a
Basl.-c lmoact Pal amet"'rs
(ri!olatl.-v@ co bdsell.n;:> I , 0
"',rlabia Sample MM T""e (msl
3asoll.n'" <:l318 005 ,8 523
Drop st<:1rt 24 822 010
Impact 68 ...8 140 58 724
Cord -R,v 7405 922 74 422
"ert-Rev 7630 265 76 683
crd Surf Rev 7405 685 74 422
COl'l'\J;lreS810n 545
Imp,H~t Helgl L and Veloc1.Ly r-alcul,J,tlons
Val ...able Helgh .... Veloclt.:J. Time
(mm) (m!s"'c) (ms<!cl
Expected 24 902 "00 71 3>2
Actual 24 962 ,85 68 71'
Error 060 014 679
Error 1'1 o 2 2 1 752
86
l~"",'o< H ~ .. ...,..-. H
'T 30 250 mm drop Co.-dSur • ..:. "O<1j RAT 30 PARAMETER CALCULATIONS Impac~or ,7 0
~ Basl.c ImpacL Parameters
~
(relall-vB to bas",11"'H3 / t a ms'
'"
varlabl.; Sarnpl1i' MM Tlm8 (ms)
Basellne 786g a 005 79 150
"'- Drop ~tart Aa 25 295 5 433eqrtl~ "-
(m,,)
'\ Impact 7877 0 05B 79 245, Cord_Fey B475 3 002 85 262elocC,,/S) Vert Rev 8703 0 '1' 87 555. ~ ~\ Crd SurE -Pev 8'175 2 757 85 262-~-' \~~ Compr"'ss1.on 2 658~ ,
o-~---' ~ Impact Helght and "eloclty C'alC'ull.t Ions
~K
'-/~"'Ib<; ~ Var1.abl'" H"' ...gt't V"'loc1.t.l Tlm'"Q.6G7 fV~
, 10 '" ~ " 00 00 " 00 00 '00 , IMMI (m/sec) (msec)
00= <$)", ( ll1>~<; ,,, "- <0 ..... " u~ , Tine (ms) Expec. ted 24 '02 0 "00 71 792
Actual 25 353 0 687 73 813
E....ror a 452 0 014 2 421
Error '" 1 8 2 a 3 791
87
ANEXO 2
Modelo do protocolo para exame ffslco do animal
ESCALA DE LOCOMOCAO DE B.B.B.











11 )INSTABILIDADE DO TRONCO
12)CAUDA
Pontuayao
1,2,3 movlmento ausente, leve «50%) ou amplo (>50%)
4 lateralizado (quallado), medlo (normal), suporte com a cauda
5 no solo, paralelo ao solo, mars alto que 0 normal
6 dlscreto, amplo sem suportar peso, suportando peso
7 dorsal, onde utillza dorso da pata, mals de quatro vezes em quatro mlnutos, ou
plantar, que deve ser ocaslonal «50% dos passos) frequente (50-94%) ou
conslstente (>94%).
8 coordenayao entre passos das patas, ausente (0%), ocaslonal «50% dos passos)
frequente (50-94%) ou conslstente (>94%)
9 ausente (0%), ocaslonal «50% dos passos) frequente (50-94%) ou conslstente..
(>94%)
10 rotayao ao contato Inlclal (rotayao Interna, externa ou paralela ao solo) e a
retlrada da pata do solo
